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Although several early workers in biological nitrogen fixation claimed 


a specific effect for the calcium ion in both the symbiotic and asymbiotic 


systems, Burk and LINEWEAVER (1931) supplied the first extensive sup- 


_ port for this view. Later, Burk and Horner (1940) concluded that there 


was no difference in the requirements for the azotobacter when the orga- 


_ nism was grown on free or combined nitrogen. Using modern techniques 
ie for trace metal studies, Esposrro and Wiison (1956a,b) reiterated the 
claim of a specific catalytic role for calcium. With a calcium deficient 
medium (0.5 p.p.m. Cat+) in short-time trials (10—24 hrs) they demon- 
strated that the effect was primarily on the initiation of growth (length of 
lag) and appeared to be concerned with phosphate metabolism. Later, 
they reported that the need for calcium by the azotobacter fixing mole- 
cular nitrogen could be replaced in part by acetate, ethyl alcohol and, 


under some conditions, by malate (Esposrro and Wiison 1958). Unable 


- to confirm these findings, Norris and JENSEN (1958) suggested that the 
~ large inoculum used may have influenced the results. Although BULLOCK, 
- Busu and Wrzson (1960) in a survey of many strains of the azotobacter 
have repeated our original observations using small inocula, it was 

believed desirable to re-investigate in detail the role of calcium using the 
single strain employed in the earlier studies. 


Part I. Experiments with a “‘Ca++-Free”-Medium 
In these experiments no calcium was added to the Burk’s salts plus 


sucrose medium; the constituents were made from analytical grade chemi- 


cals in deionized water. Because the MgSO, was believed to represent a 


f 


i 


potential source of calcium contamination, it was recrystallized twice 


- from demineralized water. The inoculum was grown on this medium plus 


urea for several transfers. Other details of the technique used to insure a 


minimum of contamination by calcium have been described in our previous 


publications. Azotobacter vinelandii OP, a nongummy variant of strain O 
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was used after it had been demonstrated that it had the same response to 
calcium as our strain O. 

Representative results from the many experiments made are summa- 
rized in Table 1. It is noted that in contrast with our earlier experiments 
in which a 2°/, inoculum was used, no growth occurred during the first 
24 hrs in either the nitrogen free or that supplied with urea. If, however, 
the experiment is allowed to continue, significant differences are observed 
in the response to calcium between the organism when fixing nitrogen and 
when using urea-N. 

Two other observations are noteworthy. First, instead of the 5—10 
p-p.m. of Ca++ used by Esposrro and Wirson to insure fixation in the 


Table 1. Effect of inoculum size on calcium requirements for nitrogen fixation by 
Azotobacter vinelandii 


Source of Catt Total Growth ke Total 


Nitrogen | added p.p.m. K-S units = N ug/ml 1 

0.01 per cent inoculum 

N, 0 128 0.025 40 114 

0.117 290 0.055 103 36 

ial?) 306 0.078 198 24 

23.4 330 0.077 255 21 

Urea 0 350 0.135 327 23 
0.01 per cent inoculum 

N, 0 146 0.041 55 76 

0.117 292 0.041 95 33 

Wa bye 350 0.067 207 13 

23.4 310 0.072 255 13 

Urea 0 354 0.146 372 14 


* k is the unimolecular constant of growth = 2.3/t log (KS,/KS,) in which 
KS, is turbidity in Klett-Summerson units after ¢ hours and KS, initial turbi- 
dity. 23.4 p.p.m. Ca++ (as CaSO,-2H,O) is the normal quantity of calcium in 
Burk’s medium. 


short-time trials, considerable less (0.1—1 p.p.m.) sufficed. Addition of 
more Cat+ at times, but not always, gave an additional stimulation, but 
a similar effect was noted with cells supplied combined nitrogen. Second, 
if the experiment was prolonged for 100—200 hrs, growth might occur in 
the culture fixing N, in the absence of added calcium. Once again this 
response was erratic both in the time of occurrence and the amount of 
growth that resulted when it did take place. It was thought that this 
delayed growth might have originated from dissolution of traces of calcium 
from the pyrex glass flasks used, but the same response was observed with 
cultures grown in polyethylene flasks. Nor did the response arise from the 
emergence of a “Ca-less” mutant; if the growth from a flask without 
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added calcium was used as an inoculum into fresh medium, its need for 
calcium was the same as that of the original inoculum. 

Analysis for sucrose revealed that during the long period of lag, some 
slight growth evidently did occur (not detectable by increase in turbidity 
or nitrogen content) together with considerable oxidation of the sucrose. 
The decreased N-fixation and consequently growth then reflects the 
decreased level of available source of energy (Expt. I, Table 2). If, how- 
ever, additional sucrose is added with or without calcium after a long 
period of lag but before much of the sucrose has been used, the final tur- 


Table 2. Effect of addition of calciwm and/or sucrose during lag period 


Time of Sucrose 
Additions addition | remaining wae Be Ale es Saree k 
hours mg/ml 
Expt. I addition of Cat* alone 
0.117 p.p.m. 0 20 50 320 97 0.050 
1:17 Catt 24 351 220 0.069 
0.117 24 19 60 305 78 0.043 
1.17 40 345 176 0.083 
0.117 48 17.5 64 291 90 0.049 
1.17 58 309 200 0.047 
0.117 84 16.6 100 355 98 0.046 
1.17 84 400 173 0.044 
0.117 120 8.2 118 176 58 0.039 
1.17 124 193 121 0.047 
0.117 160 6.0 130 160 aay 0.029 
1.17 150 175 88 0.042 
Expt. II addition of calcium and sucrose* 
Sucrose 97 19.4 107 530 240 0.039 
Sucrose, Catt 97 17 108 511 266 0.039 
Sucrose 145 16 149 425 210 0.042 
Sucrose, Catt 145 16.8 150 443 214 0.042 
Sucrose 200 9.3 200 370 220 0.053 
Sucrose, Catt 200 8.5 200 350 192 0.049 


* In this experiment 20 mg/ml sucrose and 0.117 p.p.m. Ca**+ added at in- 
dicated time. 


bidity is above normal, but the quantity of nitrogen fixed is about the 
same as that on 2°/, sucrose with adequate calcium (Expt. IT, Table 2). 
These results suggested that the sucrose might contain some calcium that 
became slowly available when the carbohydrate was oxidized. Analysis 
by emission spectroscopy indicated that 2°/, sucrose in the medium might 
contribute as much as 0.2—0.5 p.p.m. calcium. Similar results were 
obtained using the spectrophotometric micromethod of MapHAva MENON 
and SanxKaR Das (1958). Calcium in urea added would account for only 
1* 
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about 0.06 p.p.m. and that in the Burk’s salts, 0.09 p.p.m. Surprisingly, 
addition of the ash from the sucrose gave erratic results in contrast to the 
consistent favorable response obtained when additional sucrose was 
supplied in the medium. 

Table 3 presents the results of an experiment made with Ca* as a 
tracer. Noteworthy is the extremely small quantity of calcium that will 
enable the organism to make a reasonable growth in comparison with the 


Table 3. Incorportion of various levels of Ca*® by cells of Azotobacter vinelandii 
OP on free nitrogen 


Counts/ml 


Ca*®/ml* Time Final nitrogen Average Ca*® Ca*® uptake 


p.p.m, hrs Initial - Final pveg/mol p.p.m./ug cell N °/, 
0.058 150 590 440 59 0.0004 25 
0.117 100 1,010 580 176 0.0004 42 
0.234 100 2,125 950 213 0.0003 52 
A ba 150 10,500 4,450 279 0.0019 40 
4.68 100 35,450 17,800 235 0.0085 43 
ila lee 84 88,900 73,040 295 0.0071 16 


* Supplied as Ca*Cl,. 


“luxury consumption”’ if more than an adequate supply is available. Also, 
even under conditions of calcium deficiency, only about one-half of the 
ion is removed from the medium. 


) Part Il. Experiments with a Highly Purified Medium 

In view of the results of the experiments described in Part I, efforts 
were directed toward developing a technique that would further reduce 
the calcium impurities in the medium. As has been already indicated 
(BuLLocK et al. 1960), the presence of such impurities need not interfere 
with physiological studies on the role of calcium, but results obtained in 
a medium more nearly calcium free than those previously used would be 
of interest. The goal was to develop procedures such that Azotobacter 


vinelandii OP would not grow unless calcium was added, independent of 
the source of nitrogen. . 


Methods 


The general methods for preparation of medium, growth of organisms, 
and analytical methods used in our previous experiments were followed. 
Here will be described in detail the precautions taken to insure a medium 
that met the requirement that growth on either free or combined nitrogen 
would. occur ouly when calcium was added. 

In preparing the inoculum a loopful from a slant was transferred to about 5 ml 


liquid Burk’s medium containing 0.5 p.p.m. calcium. 1 ml of this was transferred to 
a side-arm flask containing 100 ml of Burk’s medium plus 0.01 M ammonium 
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nitrate, but with 0.03 p.p.m. calcium. Ammonium nitrate was used instead of urea 
because it can be autoclaved prior to use. The inoculum was used when its turbidity 
reached 150—280 units on a Klett-Summerson photoelectric colorimeter; this 
usually took place at 40—70 hrs. 

All glassware which was used directly or indirectly in the experiments (pipettes, 
crucibles, beakers, flasks) were treated with versene (ethylene-diamine-tetra-acetic 
acid). Previously washed flasks and beakers were filled with 0.5°/, versene solution 
and autoclaved for 1/, hr at 15 lb and 121°C. Pipettes and other glassware which 
could not be autoclaved conveniently were soaked in 0.5°/, versene solution for 
over 24 hrs. The glassware was rinsed 10 times with deionized water to remove the 
versene and the versene-metal complexes. The deionized water, used in all the 
experiments, was obtained by passing ordinary distilled water through a Barnstead 
_ Bantam demineralizer; it had less than 0.1 p.p.m. salt concentration. 

The chemicals were purified by passing them through a 10 in. column of Dowex 
A-1 Chelating Resin. The resin was cleaned by washing it 6 times with an equal 
volume of 2 N H,S0,, followed by 5 volumes of deionized water. The resulting resin 
in hydrogen form was converted to the potassium form by treating it with 5 volumes 
of 1 N KOH. If a resin in the ammonium form was desired, the resin in hydrogen 
form was treated with 4 volumes of 2 N NH,OH. In either case, the extra base was 
removed by 9 volumes of deionized water. The columns were buffered by passing 
through 5 volumes of 0.5 M phosphate buffer at py 7.4. The extra buffer was removed 
by a few volumes of water. 

The metal salts (Fe, Mo and Mg) could not be passed through the column be- 
cause they would have been adsorbed with the same efficiency as calcium. Molyb- 
denum and iron are required in such small quantities (1 and 10 p.p.m. respectively) 
that they could be used without any special purification procedures. Since commer- 
cially available MgCl,- 6 H,O has a lower calcium content than does the MgSO,-:7H,0, 
the former was used. 1 ml of a stock solution of 16.7 g per 100 ml was added to 11 
purified medium. Sulfate was supplied as 0.54 g Na,SO, : 10H,0 per liter. Phosphate 
and sulfate salts with sucrose or mannitol (or by themselves if ethanol was the carbon 
source) were passed through the potassium column in 4 times the concentration 
needed and diluted with deionized water before use. Urea and ammonium acetate, 
malate or succinate were passed through the ammonium column in 0.5 or 1.0 M 
concentrations. The column’s efficiency in removing calcium was tested by use of 
Ca4°Cl, using an end-window Geiger-Miiller counter. More than 99.9°/, of the 
calcium was retained on the column. 

All chemicals except ethanol and urea were sterilized by autoclaving. Ethanol 
was distilled in a sterile distilling apparatus previously treated with versene and 
collected aseptically. Urea was sterilized by passing it through an acid washed 
ultrafine sintered glass filter. 


Results 
Calcium requirement on free nitrogen 


The level of calcium required for growth on atmospheric nitrogen was 
determined by using purified salts and three different carbon sources. 
When sucrose was used (Fig. 1), 0.234 p.p.m. calcium was the lowest con- 
centration which always gave growth with a relatively short lag. A cal- 
cium concentration of 0.117 p.p.m. was defined as the critical level. 
Duplicates did not always agree at this concentration of calcium, whereas 
higher concentrations always gave good growth, and lower concentrations 
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gave limited growth. Where duplicate flasks did not give similar response, 
both types of growth are presented in the figures. If mannitol or ethanol 
was used as the carbon source, the growth response curves were very 
much like the ones given in Fig. 1 for sucrose. No straight line relationship 
between the calcium concentration and the total nitrogen fixed could be 
obtained (Fig.2). With less than 0.117 p.p.m. calcium, the response was 
relatively greater than the amount of 
calcium added and above that level 
the response was less. About 80°/, 


500, 
400 
x 
S700 
ic 
S200 
100 
: Pas oc 0 Oho Og roar. 2n¥ 
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Fig.1. The effect of various calcium concentrations on growth of Azotobacter vinelandii OP on basal 
salts plus sucrose and free nitrogen 


Fig. 2. Total nitrogen fixed by Azotobacter vinelandii OP on basal salts and sucrose plotted as a 
function of the calcium concentration 


of growth, as measured by total nitrogen, was obtained with 0.234 p. p.m. 
calcium. 


Calcium requirement on fixed nitrogen 


A definite calcium requirement for growth with combined nitrogen 
was shown. The effect of different calcium concentrations on the growth 
of A. vinelandii on 0.01 M urea and sucrose as the carbon source is shown, 
in Fig.3. Calcium levels below 0.058 p.p.m. resulted in an extended lag 
and less than normal growth. A calcium concentration of 0.058 p.p.m. 
gave 80°/, of growth as measured by the highest turbidity achieved. This 
can be compared to 0.234 p.p.m. under conditions of nitrogen fixation. 
Similar results were obtained if mannitol was used as the carbon source 
except that 0.01 p.p.m. calcium did not show any effect even after a 
period of 190 hrs. 

When ethanol was used as the carbon source, the calcium requirement 
for growth on urea was even more clearly expressed. No appreciable 
growth was obtained with as much as 0.029 p.p.m. of calcium, and 
0.058 p.p.m. calcium was the critical concentration. That this result did 
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not arise from evaporation of ethanol during the long period of lag was 
demonstrated by incubating sterile flasks containing 2 ml ethanol per 


100 ml medium for various pe- 
riods, then inoculating. The 
flasks which had been on the 
shaker for 16 days gave 80°/, 
of the total nitrogen fixed as 
compared with the flasks which 
were inoculated the same day 
they were put on the shaker. 

Although large variations 
were observed in the described 
experiments, two conclusions 
were clear: a) a definite calcium 
requirement for growth on fixed 
nitrogen has been established; 
b) this requirement is detect- 
ably less than that on free 
nitrogen. The calcium level that 
on the average gave good 
growth on combined nitrogen 
is 0.058—0.117 p.p.m., less than 
half as much as that necessary 
for good growth on free nitrogen. 
For both fixed and free nitrogen 
the maximum growth is ap- 
proached asymptotically as the 
calcium concentration is in- 
creased. 

As has been mentioned, 
Espostro and Wixson (1956a) 
emphasized that the most im- 
pressive effect of a deficiency 
of calcium is in the length of 
the lag period. This is shown in 
Fig. 4 which illustrates the differ- 
ence between the levels of cal- 
cium needed by A. vinelandii 
OP when supplied with free and 
combined nitrogen. 


500 — _ 


T 
ppm Ca’* 
400 es 
<e 0.058 
S300 
te 
< 200 
0.01 
100 0.00 
ee ee Bs 
Ze ee She 
0 50 /oo Hours £50 
Fig. 3. The calcium requirement of Azotobacter 


vinelandii OP for growth on 0.01 M urea and 
2°/, sucrose 
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Calcium deficiency also has an effect on the morphology of the cells. If 
grown on fixed nitrogen, the cells are always larger than on atmospheric 


nitrogen, but the size was increased 


still more by lack of calcium. In 
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extreme cases of deficiency the swollen and bizarre cells were accompanied 
by lysis. Calcium deficiency had similar effect on cells fixing nitrogen, 
although the resulting cells were not as large as cells growing under 
similar conditions on fixed nitrogen. 


Replacement of calcium requirement by acetate and ethanol 


Espostro and Wi1son (1958) reported that acetate and ethanol have 
a sparing effect on the calcium requirement for nitrogen fixation by 
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Fig. 5. The effect of ethanol on growth of Azotobacter vinelandii OP on basal salts plus 2°/) sucrose. 
When indicated, 0.01 M urea, 1 p.p.m. calcium, and 1°/, (v/v) of 95°/, ethanol were added 
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Fig. 6. The effect of acetate on growth of Azotobacter vinelandii OP on the basal medium plus 2°/o 
sucrose. Urea and sodium acetate (Ac) were used in 0.01 M concentrations, calcium was 1 p.p.m. 


Azotobacter vinelandii O. Their experiments were short time (2 per cent 
inoculum) with a medium similar to that described in Part I of this 
paper. BuLLocK et al. (1960) obtained similar results with inocula of 
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0.01 and 0.1 per cent. As might be expected, with the purified medium the 
replacement is not nearly so striking (see Fig. 5 and 6). Exploration 
experiments have been made in which the carbon source as well as the 
replacing compound have been varied. The results will be briefly summa- 
rized although their interpretation at this time is not clear: 

1. Acetate or ethanol allowed partial growth on N, when mannitol 
or sucrose was used as carbon source, but acetate did not replace calcium 
when ethanol was the carbon source. On urea no evidence of replacement 
was obtained on any of the three sources of carbon. 

2. Malate on the other hand was much more effective in replacing cal- 
cium for cells grown on combined nitrogen with sucrose or ethanol as the 
major carbon source. 

3. Succinate allowed nitrogen fixation to occur in the absence of 
calcium on sucrose after a short period of lag. No stimulation of growth 
by succinate on ethanol occurred on either combined or free N,. 


Summary 

Using a medium prepared by special purification procedures, including 
passage through a Dowex chelating column, it was demonstrated that 
Azotobacter vinelandii OP has an absolute calcium requirement on both 
fixed and free nitrogen. It was also shown that organisms fixing nitrogen 
react differently to limited calcium concentrations than do organisms 
utilizing combined nitrogen. 

If sucrose, mannitol or ethanol was used as the carbon source and 
N, as the source of nitrogen, 0.234 p.p.m. of calcium was required for 
80 per cent of maximum growth. In the presence of combined nitrogen, 
0.058—0.117 p.p.m. calcium gave the same amount of growth. Total 
growth on N, was not proportional to the amount of calcium added. 
With less than 0.234 p.p.m. calcium, the growth response was more than 
proportional to the amount added. Above 0.234 p.p.m. calcium, the 
growth response was less than proportional to the amount added. 

Ethanol or acetate allowed partial growth without calcium on atmo- 
spheric nitrogen when sucrose or mannitol was used as the carbon source. 
Acetate did not show any stimulation of growth on ethanol. In prelimi- 
nary trials it was observed that malate had a calcium replacing effect 
for growth on combined nitrogen and succinate for growth on N,. This 
was true only in combination with specific carbon sources. 

Acknowledgement: Supported in part by grant NSF-C 2826 and by a grant 
from the Rockefeller Foundation. 
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Untersuchungen zum Phosphathaushalt von Griinalgen 


II. Das Verhalten der Zellfraktionen von Scenedesmus quadricauda 
(Turp.) Bréb. im Tagescyelus unter verschiedenen Belichtungsbedingungen 
und bei verschiedenen Phosphatverbindungen 


Von 
J. OVERBECK 


Mit 14 Textabbildungen 


(Hingegangen am 27. Juli 1961) 


Inder ersten Mitteilung dieser Untersuchungsreihe (OVERBECK1961 a,b) 
war der Tagescyclus des Phosphathaushalts von Scenedesmus quadri- 
cauda in einem Freilandgewasser untersucht worden. Als Hauptergebnis 
wurde festgestellt, daB die Algen sich vornehmlich nachts teilen, in der 
Zeit vor den Zellteilungen Phosphat aufnehmen und nach beendigter Zell- 
teilung teilweise wieder ausscheiden. Ferner hatte sich ergeben, daB 
Scenedesmus quadricauda Pyrophosphat und organisch gebundene Phos- 
phate nicht verwerten kann (OvERBECK 1961c). In Anlehnung an die 
Verhaltnisse im Freiland soll in der vorliegenden Arbeit der Einflu8 ver- 
schiedener Lichtrhythmen und Phosphatverbindungen auf die Phosphat- 
fraktionen der Zelle experimentell untersucht werden. Zu diesem Zweck 
wurden an verschiedene Lichtrhythmen angepaBte Algen 24 Std an 
Phosphat verarmt und danach die Phosphataufnahme sowie der Einbau 
in die Zellfraktionen im Tagescyclus verfolgt. 


I. Methoden 


Die Untersuchungen wurden mit einer Reinkultur von Scenedesmus quadricauda 
Stamm 276—4, Pirson aus der Algensammlung des Pflanzenphysiologischen 
Instituts Gottingen durchgefiihrt. Die Anzucht der Algen erfolgte unter sterilen 
Bedingungen in durchliifteten Gaswaschflaschen (Raumluft ++ 5°/, CO,) bei ver- 
schiedenen Lichtrhythmen: Dauerlicht, 16:8- bzw. 12:12stiindiger Belichtungs- 
wechsel (Dunkelzeiten mit Strich tiber der Zahl). 24 Std vor Versuchsbeginn wurden 
die Algen zur Verarmung an Phosphaten und Speicherstoffen in der Dunkelheit in 
Aqua dest. geschiittelt. Genauere methodische Angaben iiber die Anzucht sind 
bereits friiher mitgeteilt worden (OVERBECK 1961 c). 

Zur Untersuchung der Phosphatfraktionen wurden die Algen aus den verschie- 
den belichteten VersuchsgefaiBen 10 bzw. 24 Std lang im Abstand von 2—3 Std 
zur Analyse entnommen, zum Teil auch kurzfristig alle 20min. Die Algen 
waren stets mindestens 20 Tage dem betreffenden Lichtrhythmus angepaBt. Alle 
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Versuche wurden im Lichtthermostat bei 25°C durchgefiihrt, als Lichtquelle 
diente eine gekiihlte 500 W Gliihlampe. Die Algen befanden sich in geschlossenen 
300 ml Erlenmeyerkolben auf dem Kleinschiittler S 2 (Elektrobau Potsdam) bei 
etwa 120 Schiittelbewegungen/Minute. In einzelnen Versuchen wurden auch durch- 
liiftete Gaswaschflaschen (Raumluft) verwendet, ohne da Unterschiede zu den 
Ergebnissen in verschlossenen VersuchsgefaBen festgestellt wurden. 

Als Versuchslésung verwandten wir die Nahrlésung nach KanpiEr (1950) 
ohne die angegebene Menge KH,PQ,, zu der 0,5 baw. 1 mg P/I in folgenden Ver- 
bindungen zugesetzt wurden: KH,PO, p. A. Schering, Berlin-Adlershof; Na,P,0, 
-10H,O Merck, Darmstadt; Natriumglycerophosphat Erg. B. 6 Riedel de Haén, 
Seelze; Natriumnucleinat Erg. B.6 Riedel de 
Haén; Calciumphytat Light and Co Ltd., Poyle 
Colnbrook Bucks, England. 

Die Lésungen wurden vor den Versuchen 
unter Beachtung gréBter Sterilitiit stets frisch 
bereitet und mit den 24 Std in Aqua dest. ver- 
armten und mehrfach gewaschenen Algen ver- 

vane : setzt. Die Zelldichte bestimmten wir in der 
pc Bah ns Zahlkammer nach THoma am Anfang und Ende 
der Versuche. Je Probe wurden fiinf Kammern 
durchgezihlt und aus dem Mittelwert sowie den 
Ergebnissen der Phosphatbestimmungen die 
Phosphataufnahme je Zelle berechnet. In ein- 
zelnen Versuchsreihen wurde die Versuchs- 
néhrlésung durch Zusatz von Borséurepuffer 
‘nach CuarRK u. Luss (D’ans u. Lax 1949) im 
Verhiltnis 1:5 auf px 9 eingestellt. 


Anorgan. PO, (TES) 


Saurelosh, ,, 7 min PO,” 


TES' losliches Py, 


Saureunlest. , 7min PO,” 
(7 min P) 


Gesamt—P0,,: 77 pg 


Fraktionierung der Phosphate 
und Phosphatbestimmung 


Verwendete Abkiirzungen: ‘Trichloressig- 
siure = TES; TES-lésliches anorganisches 
Sdureunlésl. stabiles Phosphat = TES-Phosphat; TES-unlésliches 
organ Pl, (Rest P) ,57 Minuten Phosphat‘‘ = 7 min-Phosphat ; TES- 
unlésliches stabiles Phosphat = Rest-Phosphat; 
Gesamt-Phosphat = Ges.-Phosphat. 
ae x Goearit hogihal aa Kinen Uberblick iiber die Phosphatfraktionen 
vierter Scenedesmus guadriodutas tee. Mat Scenedesmus quadricauda und ihre groban: 
pension. Unterstrichene Phosphatfrak- OTdnungsmaBige Verteilung in den Zellen gibt 
tionen wurden in der vorliegenden Abb.1. Man sieht, daB die Summe der Phosphat- 

Untersuchung erfaBt fraktionen mit der Ges.-Phosphatmenge tiber- 
einstimmt. Die gré8te Phosphatmenge findet 

sich in der TES-unléslichen Fraktion, besonders im 7 min-Phosphat. Die TES- 
léslichen Fraktionen sind recht klein, zum Teil sogar nicht mehr erfafbar, 
und ihre Schwankungen halten sich bei den Versuchsbedingungen in engen 
Grenzen. Gleiche Ergebnisse liegen bei anderen Autoren vor (WINTERMANS u. 
Tota 1952, Scunecen 1954, Prrson u. Kun 1958). Wir bestimmten daher 
in der vorliegenden Arbeit auSer dem Ges.-Phosphat nur das TES-lésliche an- 
organische Phosphat, das TES-unlésliche 7 min-Phosphat und das TES-unlésliche 
stabile Phosphat. Da8 damit tatsichlich der gréBte Teil der Zellphosphate erfaBt 


wird, zeigt auBer Abb.1 auch die folgende Zusammenstellung: (Angaben i 
P/10 ml Algensuspension) ia ale 


JES unléstiches P 0, 
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1+2+3 


Zahl der 
Analysen Summe der Ges.-P 
Fraktionen 
114 4 18 OO ee a peace 


a Die Zusammenstellung zeigt, dafi die Summe der von uns erfaBten Fraktionen 
mit der Gesamtphosphatmenge gut iibereinstimmt. 


1. TES-lésliches anorganisches Phosphat (TES-Phosphat) 


Zur Fraktionierung der Phosphate werden 10 ml der Algensuspension dreimal 
auf der Zentrifuge gewaschen, im Zentrifugenglischen mit 5 ml 12°/,iger TES ver- 
setzt und bei Zimmertemperatur 30 min extrahiert. Der abzentrifugierte TES- 
Auszug wird nebst gleicher Menge Aqua dest., mit dem die extrahierten Algen ge- 
waschen wurden, zu 1 ml 30°/,iger H,SO, und 1 ml 10°/,iger Ammonmolybdat- 
lésung in ein 15 ml MeBkélbchen gegeben, unter Zusatz von 1 ml Hydrochinon- 
Bisulfitreagens (20 g wasserfreies Natriumbisulfit und 0,5 g Hydrochinon in 100 ml 
Wasser) aufgefiillt und die entstehende Blaufarbung nach 30 min gemessen (Marrt- 
LAND u. Ropison 1926 nach KANDLER 1950). 


2. TES-unlésliches ,,7 Minuten-Phosphat“ (7 min-Phosphat) 


Der mit TES extrahierte und einmal gewaschene Riickstand wird mit 5 ml 
n HCl versetzt und 7 min im Wasserbad bei 100° C der Saéurehydrolyse unterzogen. 
Danach wird scharf abzentrifugiert und das Uberstehende in ein 15 ml-Kélbchen 
gegeben, der Riickstand einmal gewaschen und das Phosphat nach MaRTLAND u. 
Rostson unter Auffiillung auf 15 ml bestimmt. 


3. TES-unlésliches stabiles Phosphat (Rest-Phosphat) 


Der nach TES-Extraktion und Saurehydrolyse in den Zellen noch verbliebene 
Phosphatanteil (sogenanntes.,,stabiles Phosphat‘‘) wird nach Aufschlu8 bestimmt. 
Hierzu gibt man den Riickstand in 10 ml Aqua dest. und fiihrt eine feuchte Ver- 
aschung mit H,SO, konzentriert entsprechend den Angaben von OHLE ( 1938) durch. 


4, Gesamt-Phosphatgehalt der Zellen und 5. Anorganisches Phosphat im Substrat 


Zur Bestimmung wurde ebenfalls nach den an anderer Stelle bereits ausfiihrlich 
dargestellten Angaben von OHLE verfahren. Alle Werte sind Mittel aus Parallel- 
bestimmungen: Zur Kontrolle wurde stiindig eingewogenes Phosphat mitbestimmt. 

Der TES-Auszug enthilt neben dem anorganischen Phosphat phosphorylierte 
Intermediiirprodukte der Photosynthese, energiereiche Phosphate, Coenzyme u. a. 
(SPIEGELMANN u. Kamen 1947; Kanpuer 1950; Honzmr 1951). Der direkte Nach- 
weis von ATP im TES-Extrakt von Algen gelang Smmonis u. ScHwrnck (1953) und 
gleichzeitig GoopMAN, BRADLEY u. CALVIN (1953), vgl. auch ScuwrncK (1956). Bei 
einem Teil des anorganischen Phosphats wird es sich wahrscheinlich um durch 
TES aus adsorptiver Bindung freigesetztes, urspriinglich an Hiweils ‘gebundenes 
Phosphat handeln (Strukturphosphat, Honzer u. LyNEN 1950). Es besteht da- 
neben die Méglichkeit, daB labile Phosphatverbindungen durch TES gespalten 
wurden. > ; 

Im TES-unloslichen Phosphat sind vor allem Phorphorproteide, Phosphor- 
lipoide und Nucleinséuren vorhanden. AuBerdem enthilt diese Fraktion auch 
energiereiche Phosphate (WINTERMANS u. Tyra 1952; GRuBE 1953; SCHLEGEL 1955). 
Nach Bonner (1950) ist ein Teil der energiereichen Phosphate der Zellen an HiweiB 


gebunden: 


ug 2/ om 
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II. Ergebnisse 
1. Verhalten der Phosphatfraktionen bei Dauerbelichtung 

Wie Abb.2 zeigt, nahmen die 24 Std an Phosphat verarmten Algen 
6 Std lang nach Versuchsbeginn Phosphat auf, wobei sich die Zunahme 
in den Zellen und die Abnahme aus dem Substrat gut entsprechen. Die 
Aufnahme betrug in dieser Zeit 
4-10-8ug P je Zelle. Danach 
blieb die Menge des in Zellen 
vorhandenen Phosphats_ kon- 
stant, um am Ende des Versuchs 
noch etwas anzusteigen. Die 
Gesamtaufnahme je Zelle betrug 
1-10-7ug P in 24 Std. Diese 
Menge scheint zur Absattigung 
der Zellen auszureichen, denn 
mehr als 2 - 10-7 ug P wird von 
den Zellen auch bei Vorhanden- 
sein iiberschiissigen Phosphats 
nicht aufgenommen. Der mehr- 
fach beobachtete Anstieg des 
anorganischen Phosphats in der 
Nahrlosung am SchluB des Ver- 
TES p suches wird wahrscheinlich auf 
autolytisch freigesetztes Phos- 
phat zuriickzufiihren sein. 

In Versuchsreihen mit sehr 
4) dichten Algensuspensionen ist 
7 min ? die Phosphatmenge des Sub- 
strats oft schon vorzeitig er- 


Daverbelichtung 


Anorg. Pim Substrat 


—— 


T T T 
Ges. P in Algen 


0 —— schépft und die Phosphatauf- 


nahme dementsprechend abge- 
93 7g 7580 7930 9780-70 50, Ktirazt. So dauerte bei einer Zell- 
& 6 %§ @ % #8 af Std Suspension von 10,6 Millionen 


Abb.2. Anorganisches Phosphat in 10 ml Versuchs- Zellen/ ml die Aufnahme nur 
lésung, Gesamt-Phosphat, TES-lésliches und 7 min- Se 
Phosphat in 10 ml Algensuspension bei 3 Std, wobei Insgesamt nur 


Dauerbelichtung im Tagescyclus PC ee LS P je Zelle in 24 Std 
aufgenommen wurden. 

Die Menge des in den Zellen vorhandenen TES-Phosphats erreicht 

9 Std nach Versuchsbeginn ihr Maximum. Nach weiteren 6 Std ist diese 
Fraktion vollsténdig verschwunden, dafiir ist jetzt die gleiche Menge 
7 min-Phosphat in den Zellen vorhanden. Die Gegenlaufigkeit von TES- 
Phosphat und 7 min-Phosphat zeigt, daB ein Umbau erfolgt; der in die 
Zellen aufgenommene Phosphor liegt zuniichst als TE S-Phosphat vor und 


Untersuchungen zum Phosphathaushalt von Griinalgen. III 15 


wird dann zu 7 min-Phosphat umgewandelt. Die Abnahme von 7 min- 
Phosphat am Schlusse der Versuchsreihe deutet darauf hin, daB auch diese 
Fraktion nur intermediar vorhanden ist und ein weiterer Einbau in 
andere Fraktionen der Zelle erfolgt. 


2. Verhalten der Phosphatfraktionen bei 16: 8stiindigem 
Belichtungswechsel 

Dem 16:8stiindigen Belichtungswechsel wurde besondere Aufmerk- 
samkeit geschenkt, weil er etwa den Lichtverhaltnissen des Sommers im 
Freiland entspricht. Gegeniiber 
62F dem Dauerlicht bestehen keine 
gesicherten Unterschiede. Die 
Phosphataufnahme  setzt, wie 
Abb.3 zeigt, sofort nach Versuchs- 
beginn ein. Der in die Zellen auf- 
genommene Phosphor wird zu- 
nachst als TES-Phosphat nach- 
gewiesen, ist aber 15—18 Std 
nach Versuchsbeginn in das 
7 min-Phosphat eingebaut, wobei 
das TES-Phosphat ganz ver- 


Anorg. Pin Substrat 


= 


6és.P in Algen 


. TES P| schwindet. Dafiir erscheint jetzt 
ay ai 
> 
= 
10 —-— 
7min 2 
5 
OG a 
3 
kest P 
0 
a Sid 
a 6 @ 7B 24 Std Fa Oe ae eet 
Abb. 3 Abb. 4 


Abb.3. Anorganisches Phosphat in 10 ml Versuchslésung, Ges.-Phosphat, TES-lésliches, 7 min- und 
Rest-Phosphat in 10 ml Algensuspension bei 16:8stiindigem Belichtungswechsel im Tagescyclus 


Abb.4. Einbau des aufgenommenen Phosphats in die Zellfraktionen bei 16:8stiindigem Belichtungs- 
wechsel (Mittelwert aus vier Versuchsserien) 


TES-unlésliches stabiles Phosphat. Einen guten Hinblick in die Veran- 
derungen der Zellfraktionen gibt auch Abb.4. Man sieht, da8 der groBte 


pg 2 / ml 
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Teil des aufgenommenen Phosphats als 7 min-Phosphat nachzuweisen 
ist. In der zweiten Versuchshalfte verschwindet das TES-lésliche Phos- 
phat vollstandig, dafiir wiichst die Menge des TES-unléslichen stabilen 
Phosphats an. Es erfolgt also ein Einbau in die Nucleinséuren und Ei- 
weiBe der Zelle, der sich bis zum Versuchsende fortsetzt. Zu diesem Zeit- 
punkt liegen 85°/, des Zellphosphats als 7 min-Phosphat und 15°/, als 
Rest-Phosphat vor. 


3. Verhalten der Phosphatfraktionen bei 12: [2stiindigem 
Belichtungswechsel 
Unter 12:12stiindigem Belichtungswechsel verhalten sich die Phos- 
phatfraktionen wesentlich anders, wie besonders aus Abb.5 zu ersehen 


4 . ist, auf der die Veranderun- 
Dover belichtung gen des TES-léslichen und 


~ 
aaa 


unléslichen Phosphats bei 
verschiedenen Belichtungs- 
rhythmen verglichen wer- 
den. Bei Dauerlicht und 
16 : 8stiindigem Belich- 
tungswechsel entsprechen 
sich die gegenseitigen Um- 
wandlungen von TES-lés- 
lichem zu TES-unléslichem 
Phosphat. Bei 12:12stiin- 
diger Belichtung setzt eben- 
falls sofort bei Versuchs- 
beginn die Phosphatauf- 
nahme ein; die Mengen des 


| ie? a Dp TES-Phosphats und des 
woh by 7 min-Phosphats schwanken 


\ 
og 6 g : Far ve 
@ & % 2 ASS aber unregelmaBig. Unmit- 
Abb.5. Phosphatfraktionen im Tagescyclus bei Dauer- I : 
belichtung und 16:8 bzw. 12: 12stiindigem telbar nach Kinsetzen der 


| Belichtungswechsel Belichtung verringert sich 

die Menge des TES-lés- 

lichen Phosphats zugunsten des TES-unléslichen Phosphats. Es ist also 

sehr wahrscheinlich, da mit Einsetzen der Belichtung eine lichtbedingte 
Phosphorylierung anliuft. 


4. Vergleich der Phosphataujnahme im Dauerlicht 

und Dauerdunkel bei kurzfristigen MeBabstinden 
Da sich gezeigt hatte, daB die Phosphataufnahme sofort nach Ver- 
suchsbeginn einsetzt, wurde in einer Versuchsreihe die Aufnahme kurz- 
fristig in 20miniitlichen Absténden gemessen. Das Ergebnis zeigt Abb. 6. 
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Die in 10 ml Substrat vorhandenen 10 wg P (KH,PO,) sind bereits nach 
90 min vollstandig aufgenommen. Der Phosphatgehalt der Algen nimmt 
iibereinstimmend um die gleiche Menge zu. Der Phosphor wird sofort 
vollstindig in die TES-unlésliche Fraktion eingebaut, ohne daf es vor- 
her zu einer Anreicherung 0 
von TEHS§-léslichem anorga- 
nischen Phosphat kame. Da . 
aber der Weg in das TES-) -5/ ree a 
unlésliche 7 min-Phosphat . pra lias 
iiber das TES-lésliche Phos- 

phat gehen muB, ist zu fol- _y 
gern, daB der Einbau sehr 
schnell erfolgt. Besonders 
bemerkenswert ist ferner, 
daB sowohl die Gesamt- _, 
aufnahme wie auch die Ver- a 
teilung auf die Fraktionen \. 
bei Belichtung und Verdunk- a, 
lung véllig gleichartig war, ~ 
was sich bei allen diesbeziig- 
lichen Versuchen bestatigt 
hat. 


= | al 
Anorg. P in Substrat 


v/ 


5. Versuche mit Pyro- 
phosphat und organisch 
gebundenem Phosphat 


Wie wir bereits an anderer 
Stelle gezeigt haben, werden 
Pyrophosphat und organische 
Phosphate von Scenedesmus 
nur schlecht und auch nach i | 
Penebnung nunéebr aici oI 40 80 70 a0 110 760 min 210 
verwertet. Es war daher ein : 

: aa Abb.6. Vergleich der Phosphataufnahme in Dauerlicht 
wichtiger Punkt unseres Un- und Dauerdunkel bei kurzfristigen MeSabstanden 
tersuchungsprogramms, den 
Einbau dieser Phosphate in die Zellfraktionen zu untersuchen. Die 
Versuche waren bei sonst gleicher Methodik in der Weise abgeandert, 
daB die Aufnahme nicht 24 Std wie in den vorhergehenden Versuchen, 
sondern 10 Std bei zweistiindigen Entnahmen verfolgt wurde. 


a) KH,PO, 

Zum Vergleich sei zunadchst die Aufnahme von anorganischem Phos- 
phat (KH,PO,) in 10 Std besprochen (Abb.7). Die Menge des TEHS-lés- 
lichen anorganischen Phosphats liegt die Versuchszeit hindurch unter 

2 
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ug 2/ wml 
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dem Anfangswert. Dagegen steigt in Ubereinstimmung mit den vorher- 
gehenden Versuchen die Menge des TES-unléslichen 7 min-Phosphats 
sofort an und hat nach 4 Std um 4 wg zugenommen. Die Algen haben 
damit den gréBten Teil des ihnen zur Verfiigung stehenden Phosphats 
(5 ug P/10 ml) aufgenommen. DieAuf- 
nahme je Zelle betrigt 7-10-8ug P. 
Die Menge des TES-unléslichen 
stabilen Phosphats fallt zunachst 
etwas ab und nimmt dann zu, 
wahrend gleichzeitig das 7 min- 
Phosphat abnimmt. Der Phosphat- 
gehalt der Algen bleibt hierbei ziem- 
lich konstant, es handelt sich also 

Pe um einen Umbau aus dem 7 min- 
‘oe d és ee 4 ws Phosphat in die nicht mehr hydro- 


Abb.7. Verhalten der Phosphatfraktionen von lysierbare Fraktion. 
Scenedesmus quadricauda in 10stiindigem Ver- 
such mit KH,PO, als Phosphorquelle. a 
Einwaage 1 mg P (KH,PO,)/I, Dauerlicht b) Natriumpyrophosphat 


Das Verhalten der Phosphatfrak- 
tionen bei Pyrophosphat als einziger 
Phosphorquelle zeigt Abb.8. Das 
TES-lésliche Phosphat zeigt in den 
ersten Versuchsstunden eine geringe 
Zunahme (2 ug) und sinkt dann 
unter denAusgangswert ab. DasTES- 
unlésliche 7 min-Phosphat sinkt nach 
kurzem Anstieg steil ab und er- 
reicht am Versuchsende nach 10 Std 
seinen Tiefststand. Dieses Verhalten 
2 & 6 8 std Steht in starkem Gegensatz zu den 


Abb.8. Verhalten der Phosphatfraktionen von Versuchen mit KH,PO,, in denen 
Scenedesmus quadricauda mit Natriumpyro- s in- 
phosphat als Phosphorquelle. Einwaage 1mg P da 7 min Phosphat sofort nach 


(Na,P,0,)/1, Dauerlicht Phosphatzusatz stark anstieg und 

auf den hohen Werten stehenblieb. 

Das Ergebnis der Pyrophosphat-Versuche ist so zu deuten, daB das 
7 min-Phosphat in die Zelle laufend eingebaut wird, aber nicht ersetzt 
werden kann, da zu wenig Phosphor von auBen in die Zelle nachstromt. 
Denn das allein zur Verfiigung stehende Pyrophosphat kann nur nach 
Spaltung aufgenommen werden, die Spaltung erfolgt aber sehr langsam. 
So betrug die durchschnittliche Menge an anorganischem Phosphat in 
der Nahrlésung bei 10 ug P (Pyrophosphat) Einwaage nur 1,4 bg. Selbst 
nach 24 Std sind von der Einwaage noch 3,2 ug Phosphat vorhanden. 
In Ubereinstimmung mit unseren fritheren Versuchen geht die Aufnahme 
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von Phosphat aus Pyrophosphat also sehr verzégert vor sich, was auch 
durch das abweichende Verhalten der Zellfraktionen bewiesen wird. 


c) Natriumglycerophosphat 

Ganz ahnlich verhalten sich auch die Phosphatfraktionen bei Ver- 
wendung von Natriumglycerophosphat als Phosphorquelle (Abb.9). 
Das TES-lésliche anorganische Phosphat bleibt unter dem Ausgangswert 
und verlaéuft etwa parallel zur Null-Linie. Das TES-unldsliche 7 min- 
Phosphat steigt sofort um 4 wg an, fallt dann aber steil ab. Die Menge 
des Rest-Phosphats bleibt etwa kon- 
stant. Bezeichnend ist auch hier 
wieder der steile Abfall des 7 min- 
Phosphats. 


ug 27 amb 
S 


= _ 
I 77 ie4 Io 17 7g Uhr A g I 77 1B 16 17 79 Uhr 
a q Cb o 70 Std a 4 6 8 70 Std 


Abb.9 Abb. 10 


Abb.9. Verhalten der Phosphatfraktionen von Scenedesmus quadricauda mit Natriumglycerophosphat 
als Phosphorquelle. Einwaage 1 mg P (Natriumglycerophosphat)/1, Dauerlicht 


Abb.10. Verhalten der Phosphatfraktionen von Scenedesmus quadricauda mit Calciumphytat als 
Phosphorquelle. Einwaage 1 mg P (Calciumphytat)/1, Dauerlicht 


d) Calciumphytat und Ni atriumnucleinat 


Auch bei Calciumphytat vermindert sich im Laufe der Versuchszeit 
besonders das 7 min-Phosphat, nachdem zunichst alle Fraktionen ein- 
schlieBlich des Rest-Phosphats angestiegen waren (Abb.10). Abnlich 
verhalten sich die Phosphatfraktionen bei Verwendung von Natrium- 
nucleinat (Abb. 11). Auch hier fallt die starke Abnahme des 7 min-Phos- 
phats und des Rest-Phosphats sofort auf. 

Das in wesentlichen Punkten tibereinstimmende Verhalten der Phos- 
phatfraktionen bei Darbietung gebundenen Phosphats weist nachdriick- 
lich darauf hin, daB der Phosphor unter Durchschreitung der Fraktionen 
schwerer lésliche Bindungen eingeht. Man geht wohl nicht fehl, wenn man 

D* 
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diesen Einbau mit der EiweiBsynthese in Zusammenhang bringt. Denn 
die Zahl der Zellen steigt wahrend der zehnstiindigen Versuchszeit etwa 
um 109/, an. Der fiir die Synthese bendtigte Phosphor wird aus den TES- 
unldslichen Fraktionen geliefert, die sich dadurch stark vermindern, 
aber mangels Phosphornachlieferung nicht aufgefillt werden kénnen. 
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Abb.11. Verhalten der Phosphatfraktionen von Scenedesmus quadricauda mit Natriumnucleinat als 
Phosphorquelle. Einwaage 1 mg P (Natriumnucleinat)/l, Dauerlicht 


Abb.12. GréBenverteilung der vierzelligen Coenobien von Scenedesmus quadricauda bei verschiedenen 
Belichtungsrhythmen. Es wurden wihrend der Versuchszeit (24 Std) achtmal im Abstand von je 
3 Std je 200 Coenobien aus jeder Belichtungsreihe vermessen 


6.Grépenverhdltnisse und Zuwachsrate von Scenedesmus 
quadricauda unter verschiedenen Belichtungszeiten 


Die Belichtungsdauer hat deutlichen Einflu8 auf GréBe und Zuwachs- 
rate der Algen. Wie Abb. 12 zeigt, sind bei Dauerbelichtung und bei einem 
16: 8stiindigen Belichtungswechsel Coenobien von 17,5 pw Lange am 
haufigsten. Unter dem Einflu8 der verkiirzten Belichtungszeit von 
12: 12 Std bleiben die Coenobien kleiner und haben ein gut ausgebildetes 
GroBenmaximum bei 15 wu. Ein zweites geringeres Maximum liegt bei 
22,5 uw. Auch die Verteilung der GréBenklassen im Tagesablauf ist bei 
dem 12:12stiindigen Belichtungswechsel abweichend (Abb.13): Wah- 
rend sich bei Dauerbelichtung und 16:8stiindiger Belichtung der Anteil 
der gr6Beren Coenobien innerhalb von 24 Std erhéht, nimmt er bei 12:12- 
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stiindiger Belichtung ab. Dafiir pragt sich das Maximum von 15 «4 noch 
mehr aus. Bei 12:12stiindigem Belichtungswechsel wachsen die Coeno- 
bien also nur verzégert heran, wahrend bei langerer Belichtungsdauer ein 
deutliches GréBenwachstum innerhalb 
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Abb.13. GroBenverteilung der vierzelligen Coenobien von Scenedesmus quadricauda am Anfang und 
Ende des Belichtungsversuches (Abb. 12) 


Abb.14. Mittlere Zuwachsrate von acht Versuchsserien bei 16:8stiindigem Belichtungsrhythmus. 
Jedem Punkt der Kurve liegen 40 Zihlungen zugrunde. Phosphorquelle KH.PO, 


wie die folgende Zusammenstellung zeigt (Zuwachsrate in 24 Std, 
Mittel aus 8 Bestimmungen): 12 Std Belichtung 1°/); 16 Std Belichtung 
11°/,; Dauerbelichtung 8°/o. 

Im iibrigen erfolgte der Zuwachs innerhalb der 24stiindigen Versuchs- 
zeit annahernd linear, wie Abb.14 zeigt. Irgendwelche lichtinduzierten 
Teilungsrhythmen waren unter den Versuchsverhaltnissen nicht fest- 


zustellen. 


Ill. Besprechung der Ergebnisse 
Als wesentlichstes Ergebnis ist festzustellen, daB der Phosphor nach 
Aufnahme in die Zelle sehr schnell in die TES-unlésliche Fraktion ein- 
gebaut wird. Besonders die Versuche mit kurzfristigen Entnahmezeiten. 
sowie mit verzégerter Phosphatversorgung zeigen, daB das TES-lésliche 
anorganische Phosphat nur als Durchgangsstadium anzusehen ist, der 
Phosphor vielmehr sofort weitergeleitet wird. Gleiche Ergebnisse legen 
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bei allen Autoren vor, die den Phosphateinbau tiber mehrere Stunden ver- 
folgten (Gust u. KaMEN 1948; KAMEN u. SPIEGELMANN 1948; RAUTANEN 
u. MIrKKULAINEN 1951; WrinrermMAns u. Tys1A 1952; GRUBE 1953; 
ScutncEL 1954; Nraer 1955; Smonts u. Karine 1956; SIMONIS u. 
Grupe 1952; untersuchte Mikroorganismen waren Scenedesmus quadri- 
cauda, Chlorella vulgaris, Rhodospirillum rubrum, Torulopsis utilis, 

Hydrogenomonas, Ankistro- 
Tabelle 1. Prozentuales Verhdltnis von THS- desmus braunii, ferner ab- 
Phosphat:7 min-Phosphat bei Scenedesmus 


yedaeseda geschnittene Blatter von 


Elodea densa). 
Belichtung | A les AER EEA Einen Uberblick iiber 
| A die Verteilung der Phos- 
16:8 96 at : hatfraktionen indenZellen 
Dauerlicht 100 cine ese P : 
Nauerdunkel 66 gra 91 von Scenedesmus quadri- 


cauda gebendieTab.1 und 2. 
Man sieht, daB das TES-unlésliche Phosphat (7 min-Phosphat und Rest- 
Phosphat) die Menge des TES-léslichen Phosphats (TES-Phosphat) er- 
heblich iibertrifft. Unter dem TES unléslichen Phosphat bildet das 


Tabelle 2. Prozentuales Verhdlinis von TES-Phosphat:7 min-Phosphat: Rest- 
Phosphat bei Scenedesmus quadricauda 


Belichtung Zahl der Analysen| TES-Phosphat 7 min-Phosphat Rest-Phosphat 
16:8 80 12 63 25 
Dauerlicht 36 20 70 10 
Dauerdunkel 18 9 82 9 


7 min-Phosphat die gréBte Fraktion und damit gleichzeitig die groBte 
Fraktion iiberhaupt. Ahnliche Ergebnisse erzielten GruBE (1953) an 
Elodea, SCHLEGEL (1954/1955) an Hydrogenomonas und Prrson u. Kunu 
(1958) an H ydrodictyon. 

Die Belichtungsdauer hatte, wie gezeigt, offensichtlich EinfluB auf 
die GroBe und Zuwachsrate der Algen, indem bei geringeren Lichtmengen 
beides verringert war. Auch die Gré8e der Phosphatfraktionen ist, wie 
aus den Tab.1 und 2 zu ersehen, in gewisser Weise lichtbestimmt: Bei 
Dauerdunkel ist die Menge des TES-unléslichen Phosphats gréBer als bei 
Belichtung. Umgekehrt ist bei Belichtung die Menge des TES-léslichen 
Phosphats gréBer als bei Dauerdunkel. Auch hierfiir lassen sich aus der 
Literatur Parallelen finden. So wird bei Ankistrodesmus braunii (SIMONIS 
u. Katine 1956a,b) im Dunkeln ein erheblicher Prozentsatz des ein- 
gelagerten P* in die TES-unlésliche Fraktion eingebaut, im Licht erfolgt 
dagegen ein erhéhter Einbau in die TES-lésliche Fraktion. Auch bei 
Hydrodictyon steigt bei Verdunklung die Menge des TES-unléslichen Phos- 
phates deutlich an (Prrson u. Kun 1958). 
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Hieraus ergibt sich die wichtige Schlu8folgerung, da’ der Phosphat- 
einbau in die TES-unlésliche Fraktion kein lichtabhangiger ProzeB ist. 
Daneben ist aber auch eine lichtabhangige Phosphorylierung nachzuwei- 
sen, bei der wahrscheinlich die in Zusammenhang mit der Photosynthese 
photochemisch gewonnene Energie verwendet wird. Denn bei 12 st 2t 
stiindigem Belichtungswechsel setzte sogleich nach Einsetzen der Be- 
lichtung ein Einbau in die Phosphatfraktionen ein, und auch bei den 
Versuchen mit langer anhaltender Belichtungszeit findet innerhalb der 
24 stiindigen Versuchszeit der Einbau des Phosphats in die Zellfraktionen 
statt. Es ist demnach bei Scenedesmus quadricauda wie auch bei Ankistro- 
desmus braunii (SIMoNtIS u. KaTING 1956 a,b) zwischen einer lichtabhangi- 
gen und einer lichtunabhdngigen Phosphorylierung zu unterscheiden. 

Von den zahlreichen Arbeiten, die sich mit Fragen des Phosphat- 
haushalts, insbesondere der Phosphorylierung, befassen, entspricht nur 
die Arbeit von Prrson u. Kunt (1958) unserer Themastellung. Wahrend 
nimlich im allgemeinen der kurzfristige Phosphateinbau untersucht 
wurde, wobeisich die Versuche héchstens iiber einige Stunden erstreckten, 
wird in der genannten Arbeit an Hydrodictyon der Phosphateinbau im 
Tagescyclus unter verschiedenen Belichtungsrhythmen untersucht. Aller- 
dings liegen hier vollig andere Verhiiltnisse als bei Scenedesmus vor; denn 
Hydrodictyon nimmt bei Belichtung groBe Mengen anorganischen Phos- 
phats auf und scheidet sie in den darauf folgenden Dunkelzeiten quanti- 
tativ wieder aus. Alle Verschiebungen innerhalb der Phosphatfraktionen 
sind von den starken, lichtabhangigen Schwankungen des anorganischen 
Phosphats mitbestimmt. Bei Scenedesmus und. anderen Mikroorganismen 
spielt die anorganische Fraktion dagegen nur eine verhaltnismaBig 
geringe Rolle, und die Verschiebungen innerhalb der Zelle bewegen sich 
besonders zwischen der TES-léslichen und TES-unléslichen Fraktion. 
AuBerdem halt bei Scenedesmus die Phosphataufnahme nur bis zur 
Absattigung der Zelle an und hort auch dann auf, wenn noch reichlich 
Phosphat in der Nahrlésung vorhanden ist, wahrend bei Hydrodictyon 
die Phosphataufnahme so lange anhalt, wie die Belichtung dauert. Hs 
liegen also véllig andere Verhaltnisse vor, und ein Vergleich mit unseren 
Versuchen ist nicht méglich. 

Zwischen Freilandverhaltnissen, von denen unsere Versuche ihren 
Ausgang nahmen, und den Untersuchungen dieser Arbeit liegen ebenfalis 
erhebliche Unterschiede vor. Im Freiland fanden die Zellteilungen vor- 
wiegend nachts statt, am Nachmittag vor den Zellteilungen wurde Phos- 
phat aufgenommen, am Vormittag dagegen hiufig Phosphat aus den 
Zellen ausgeschieden. In den Kulturversuchen fiillten die Algen dagegen 
ihr Phosphatdefizit auf und bauten den aufgenommenen Phosphor in die 
Zellfraktionen ein, ohne daB eine Abgabe aus den Zellen beobachtet 
werden konnte. Eine wesentliche Ursache fur die Verschiedenheiten 
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diirfte darin liegen, daB in den Kulturversuchen die Zellteilungen nicht 
nur nachts, sondern den ganzen Tag iiber erfolgten und daher standig 
Phosphor benétigt und eingebaut wurde. Eine Fortfiihrung der Versuche 
mit synchronisierten Kulturen (Has, MoRIMURA u. Tamiya 1957; 
LoRENZEN 1957, 1958) unter Heranziehung weiterer physiologischer 
GréBen (z. B. DNS, RNS) ist geplant. 


Zusammenfassung 

1. Es wurde der Einbau von Phosphat aus verschiedenen Verbindun- 
gen (KH,PO,, Na,P,0,, Natriumglycerophosphat, Natriumnucleinat, 
Calciumphytat) bei 16:8- bzw. 12 :12stiindigem Belichtungswechsel 
sowie bei Dauerlicht und Dauerdunkel untersucht. An Fraktionen wurden 
hierbei das TES-lésliche anorganische Phosphat, das TES-unlésliche 
7 min-Phosphat und das TES-unlésliche stabile Phosphat erfaBt. 

2. Die TES-unldslichen Verbindungen stellen den Hauptanteil der 
Zellphosphate, die TES-léslichen sind zum Teil so klein, da8 sie nicht mit 
Sicherheit erfaBt werden kénnen. 

3. Bei Dauerbelichtung und 16:8stiindigem Belichtungswechsel ver- 
halten sich die Phosphatfraktionen gleichartig. Das in die Zellen auf- 
genommene Phosphat wird zunichst als TES-lésliches anorganisches 
Phosphat nachgewiesen, aber sehr schnell in die TES-unléslichen Frak- 
tionen eingebaut. Dieser Umbau wird mit dem Wachstum der Algen 
wahrend der 24stiindigen Versuchszeit und der damit verbundenen 
EiweiBsynthese in Verbindung gebracht. 

4, Bei 12:12stiindiger Belichtung beginnt die Phosphataufnahme 
ebenfalls sofort mit Hinsetzen des Versuchs, aber erst unmittelbar nach 
Beginn der Belichtung verringert sich die Menge des TES-léslichen zu- 
gunsten des TES-unléslichen Phosphats. 

5. Auch kurzfristige Versuche zeigen, daB das aufgenommene Phos- 
phat sehr schnell in die TES-unlésliche Fraktion eingebaut wird. Es wurde 
bei diesen Versuchen kein Unterschied zwischen Hell- und Dunkelauf- 
nahmen festgestellt. 

6. Die Versuche mit Pyrophosphat und organischen Phosphaten 
haben ein sehr einheitliches Ergebnis: Da diese Verbindungen nicht ver- 
wertet werden kénnen, fehlt die Phosphornachlieferung in die Zelle zur 
Anffiillung des TES-unléslichen 7 min-Phosphats. Dementsprechend 
sinkt die Menge dieser Fraktion stark ab. Die Zellen verhalten sich also 
wie Zellen unter Phosphatmangel. Das besondere Verhalten von Scene- 
desmus quadricauda gegeniiber diesen Phosphatverbindungen spiegelt 
sich also auch in den Phosphatfraktionen wider. 

7. Die Belichtungsdauer hat deutlichen Einflu8 auf GroBe und Zu- 
wachsrate der Algen; bei lingerer Belichtung sind die Coenobien groBer, 
und die Zuwachsrate ist gegeniiber der kiirzeren Belichtungsdauer er- 
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hoht. Im iibrigen erfolgt der Zuwachs innerhalb der Versuchszeit linear, 
ohne daB eine besondere Teilungsrhythmik festzustellen ware. 

8. Auch die GréBe der Phosphatfraktionen ist vom Licht abhangig, 
denn bei Belichtung ist die Menge des TES-léslichen Phosphats gréBer 
als bei Verdunklung. Umgekehrt erhdht sich bei Dauerdunkel die Menge 
der TES-unléslichen Fraktion. Hieraus ergibt sich, daB der Phosphat- 
einbau in die TES-unlésliche Fraktion kein lichtabhaingiger ProzeB ist. 
Es ist deshalb bei Scenedesmus quadricauda zwischen einer Photosynthese- 
Phosphorylierung und einer lichtunabhaingigen Phosphorylierung zu 
unterscheiden. 

9. Zu den von anderen Autoren ebenfalls im Tagescyclus untersuchten 
Phosphatverhaltnissen von Hydrodictyon bestehen starke Unterschiede ; 
denn hier bildet das TES-lésliche anorganische Phosphat die Hauptfrak- 
tion, wahrend bei Scenedesmus gerade das TES-unlésliche Phosphat die 
wichtigste Fraktion darstellt. 


Frau Gerrrup Norn sei auch an dieser Stelle fiir die umsichtige und zuver- 
lassige Hilfe bei Durchfiihrung der Versuche herzlich gedankt. 
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Physiological and Chemical Studies on Mould Proteins 
Il. Extraction and Fractionation of the Proteins of Mould Spores 


By 
Ezz ELDIN TAHA* and S. G. KNIGHT 


With 4 Figures in the Text 
(Received July 4, 1961) 


In a previous part of this series (Tana and Knicur 1961) studies 
on the growth and protein content of Penicalliwm roqueforti as influenced 
by the various culture conditions were reported. Our studies have been 
further extended to an investigation of the factors governing the isolation 
and characterization of the mould proteins. 

In the literature several studies devoted to extraction and further 
analysis of the cellular contents of microorganisms have been reported, but 
most of the methods described were used for extraction of bacterial 
cells. However very few studies have been reported on the extraction of 
proteins from the mould fungi and actually no general or systematic work 
has been devoted to a study of the factors determining the extraction 
- of proteins from mould spores. 

Hamiiron and Kniaut (1961) however gave an account of the factors 
governing the isolation of certain oxidases from the whole mycelia of Pen. 
chrysogenum; they used glass beads in a high speed laboratory mixer 
to rupture the fungal cells. The shearing action of glass beads in the 
common laboratory mixers e.g. Waring blendor or homogenizers were 
also used by other investigators (Lamanna and MALLETTE 1954). The 
general method used by many workers for extraction of fungal contents, 
mainly enzymes, is the mechanical hand grinding of the fungal cells in a 
mortar using different forms of abrasives as sand, powdered glass, alumina, 
quartz, etc. (Tana 1952, 1953; Castpa and KNIGHT 1954). This method, 
though simple and needing no special apparatus, is laborious and the 
breakage is usually incomplete. Certain enzymes also have been extracted 
by grinding the mycelia in a ball mill for several hours (NELSON 1933). 
Disruption of the fungal cells by sonic energy was also used by SIH, 
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Hawiron and Kian 1958 in their studies on the cytochrome oxidase of 
Pen. chrysogenum. In all these studies the whole mats were used in the 
extraction processes rather than the hyphae and spore components 
separately. 

Few studies on the extraction and partial fractionation of the mould 
proteins have been reported (THomas and Moran 1914; TaKaTa 1929; 
Beur 1930; Netson et al. 1933; Gororca et al. 1934, BoHonos et al. 1942 
and PrrerMAN et al. 1952). Again these studies were carried out with 
whole mould mats. 

In this paper the systematic study that led to the determination of 
the best conditions for the extraction of proteins from the spores of our 
strain of Pen. roqueforti is reported. Experiments concerned with the 
fractionation of the isolated proteins are also given. Parallel and compa- 
rative experiments with the young nonsporulating mycelium of the 
same organism were carried out also and will be reported later. 


Experimental Methods 


Penicillium roqueforti (P-12-1) strain was used throughout this study. Stock 
cultures were maintained on tomato extract agar slants. The experimental cultures 
were usually grown in 500 ml. Roux bottles in each of which 120 ml of the agar 
medium was slanted. This medium was previously shown to establish best growth 
and highest protein yield (Tana and Knicur 1961). The optimum pq for growth 
and protein synthesis lies at about px 4, a pp value which may cause agar hydro- 
lysis on autoclaving. The experimental medium was prepared therefore by mixing 
in the sterile bottles equal volumes of a 30°/, agar in distilled water and a doubly 
concentrated basal medium. Both medium components were sterilized prior to 
mixing. The inoculated bottles were incubated for 5 days at 25°C. The spores 
were harvested from the surface of the agar by addition of a small amount of distilled 
water to each bottle and scraping with an aluminium rod which had been flattened 
at one end, the flattened part being bent at an angle of about 90° C. 

The aqueous spore suspension which contained, of course, some fragments 
of mycelial hyphae was then filtered through a glass wool filter, whereby most of 
the spores pass through the filter while the hyphae fragments were retained on the 
glass wool. Microscopic examination of the filtrate proved that it contained spores 
free of hyphal fragments. The spore suspension then was filtered through no. 2 
Wathman filter paper on a Buchner funnel, washed three successive times with 
distilled water and partly dried on the Buchner funnel. The collected spores were 
further dried under vacuum at 30° C till constant weight. The spore extracts were 
prepared by placing a suspension of spores and glass beads in distilled water or 
phosphate-NaCl buffer in the sonic field of a Raytheon 10 ke magnetostrictive 
oscillator for 30 minutes. The spores: glass beads: extracting fluid ratio was 
1:100:100, W/W/V. The chamber of the sonic apparatus was connected to the 
water cooling system and when the temperature of the slurry had cooled to 5° C 
the mixing chamber was closed and the extraction was started. The cell debris 
and glass beads were removed by centrifugation at 4000 r.p.m. for ten minutes 
in a Servall angle centrifuge. The filtrate was made up to volume and the necessary 
analysis carried out. 

The total nitrogen was determined by the microkjeldahl method using a Mark- 
ham distillation apparatus (MarKHam 1942) 


. 
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The protein content was determined colorimetrically according to the following 
method which is a slight modification from the original Lowry colorimetric method 
(Lowry et al. 1951). Solution A is made of 4°/, anhydrous sodium carbonate, 1 ml 
2°/, copper sulphate and 1 ml 4°/, sodium tartarate. This solution should be always 
freshly prepared. Solution B is a 1:3 dilution of Folin Reagent (Phenol Reagent 
of Folin and Ciocalteu, Hartman-Leddon Co., Philadelphia). To a 0.5 ml sample 
containing 0—300 y protein, add 5 ml of sol. A, let stand for 30 minutes at room 
temperature, then add 0.5 ml of Folin Reagent, let stand another 20 minutes 
and measure the transmittance at 660 in a Bousch and Lomb Spectronic 20 spectro- 
photometer. A standard curve was prepared with crystalline bovine albumin 
(Nutritional Biochemicals Corporation). 


Experimental Results 


A, Determination of the best extraction conditions 
Preliminary experiments were done with different extraction solutions. 
These included a 1°/, sodium chloride solution buffered to pu 7.0 with 


Table 1 
Extraction of nitrogenous compounds from Pen. roqueforti spores with different solutions 
Nitrogen Proteins 
Extractant Extraction 
mg/100mg spores| °/, Total N mg/100 mg spores 

Phosphatebuffer 1st 4.05 72.06 23.31 

2nd 0.72 12.81 4,24 

ist + 2nd 4,77 84.87 27.55 

borate 0.14 2.49 1.48 

Total 4.91 87.36 29.03 
Phosphate-NaCl 1st 3.59 63.88 22.16 

2nd 0.86 15.30 5.30 

1st + 2nd 4.45 79.18 27.46 

borate 0.25 4.45 2.51 

Total 4.70 83.63 29.97 
Water 1st oun9 67.44 25.12 

2nd 0.98 17.44 5.74 

1st + 2nd 4.77 84.88 30.86 

borate 0.28 4.98 1.52 

Total 5.05 | 89.86 32.38 


an equal volume of 0.1 M sodium phosphate (Na,HPQ, and NaH,PQ,), 
0.1 M sodium phosphate buffer only (pa 7.0) and distilled water. 

Tn each case 100 mg of the dried spores were extracted as previously 
described in the sonic field of the Raytheon 10 ke magnetostrictive 
oscillator for 30 min. After centrifugation the cell debris and glass 
beads were suspended in a fresh amount of the extracting fluid and 
reextracted for another 30 minutes. After centrifugation the cell debris 
and glass beads were suspended again in 10 ml 1°/, borate solution and 
extracted for another 30 minutes. Each of the three extracts was filtered 
through a sintered glass filter and the necessary analyses were then done. 
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The data in Table 1 show that extraction with water only was as 
effective as the two experimental buffers. There was no significant 
difference between both buffers, i.e., sodium phosphate buffer or the 
NaCl buffered with the phosphate. 

The first extraction of the spores with the phosphate buffer for 
thirty minutes allowed the release of about 72°/) of the total nitrogen 
originally present in the spores. Extraction for another thirty minutes 
with fresh phosphate buffer only extracted an additional 12.8°/) of the 


Table 2. Comparative extraction of Pen.roqueforti spores 
in the sonic field and in the blending mixer 


Extraction in the sonic field Extraction in the Omni Mixer 


Extraction * N N Proteins N N Proteins 
mg/100 mg °/, Total N mg/100 mg | mg/1i00 mg °/, Total N mg/100 mg 
spores spores spores spores 
1st Spike) 67.44 25.12 3.46 61.56 21.03 
2nd 0.98 17.44 5.74 0.79 14.06 6.05 
1st + 2nd 4.77 84.88 30.86 4.25 75.62 27.08 
3rd 0.28 4.98 1.52 0.33 5.87 1.60 
Total 5.05 89.86 32.38 4.58 81.49 28.68 


* 1st + 2nd water extraction; 3rd borate extraction. 


total nitrogen. On further extraction with borate a negligible amount 
of nitrogenous substances was further removed. 

In terms of proteins, as much as 23°/, of the spore dry weight was 
protein extractable in the first extraction ; about 4°/, was further extract- 
ed in the second extraction while the last borate extraction removed 
1.5°/). A more or less similar picture was seen with either NaCl-phosphate 
or water extraction. 

Extraction in the sonic field was further compared with extraction in 
a blending mixer. In the latter case 100 mg spores were mixed in the 
agitation chamber of the mixer (Omni Mixer) with the measured amounts 
of beads and water in the same ratio as for extraction in the sonic field. 
The loaded mixing chamber was immersed in a bucket of ice-water salt 
mixture. When the temperature of the slurry had cooled to about 4°C 
the mixing chamber was connected to the shaft from the motor and the 
agitation was started and continued for thirty minutes. Then the cell 
debris and glass beads were removed by centrifugation as previously 
described. The cell debris and glass beads were resuspended in 10 ml of 
water and extracted in the same manner for another period of thirty 
minutes. After centrifugation the precipitate was finally extracted with 
10 ml 1°/, borate solution. 

The data presented in Table 2 show that the first and second water 
extraction of the spores in the blending mixer under the given experimen- 
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tal conditions allowed the extraction of 75°/, of the total nitrogen origi- 
nally present in the spores, i. e., less than the nitrogen extracted in the 
sonic field under similar conditions by about 10°/,. A more or less similar 
picture was obtained from the data based on protein estimation. 

Similar to extraction in the sonic field, the bulk of the nitrogenous 
substances (61.5°/, of the original total nitrogen) or proteins (21°/, of the 
dry weight) were extracted in the first extraction in the mixer. The 
second water extraction removed 


14°/, more of the total nitrogen. (ee ne aa 
Six per cent protein was also | 
brought into solution. The third &*| ~~ | / a 
borate extraction extracted only $ 3 —— ttn 
0.33°/, of the original total & ie E 
nitrogen and 1.6°/, of the protein = > 2;-— iu =| 40 
on the basis of dry weight. ES 7 

The extraction in the mixer i 20 
though proving to be slightly | 


less effective than the extraction 
in the sonic apparatus in our 
opinion is in itself a successful 
method of extraction that could 
be applied to most mould spores. 
In further experiments extraction 
in the sonic field was used how- 
ever. 

To determine the time at 
which maximum extraction has 
taken place each 100 mg of the rr ar a ie 
spores were extracted for a _ ie ia Minutes ' 
Sfinieatin terval of timer The exe) 1A 1 ite ses of tus on ant a 
perimental intervals ranged be- P. roqueforti 
tween 5and60 min. The spores: 
glass beads:NaCl-phosphate solution was 1:100:100 W:W:V. Fig. 1 
shows the effect of time on the release of the cellular nitrogenous com- 
ponents and protein in the supernatant. We were quite surprised to 
learn that maximum extraction was so rapid. The total nitrogen in the 
extract increased by about 50°/) between 5 and 10 minutes. Extraction 
times more than ten minutes seem to have no appreciable influence on the 
extraction process. The nitrogen extracted in 10 minutes amounted to 
about 60°/, of the original total nitrogen of the spores. On studying the 
influence of time on extraction of proteins a more or less similar relation- 
ship was observed, i. e., maximum extraction of proteins (about 17°/, of 
the dry weight) occured after ten minutes extraction. No further increase 
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in the protein content of the supernatant was noted by further increase 
of the extraction time. 

The influence of the spores: glass beads ratio on the release of the 
nitrogenous components and proteins of the spores also was investigated 
between the experimental ratios of 1:2.5 to 1:100 W:W. (Fig. 2 and 3). 
In the absence of glass beads the extracted total nitrogen in the 
supernatant amounted only to about 0.68°/, of the dry weight of the 
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Fig.2. The effect of spores: glass beads ratio on extraction of the nitrogenous substances of the spores 
of P. roqueforti 
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Fig.3. The effect of spores: glass beads ratio on extraction of the proteins of the spores of P. roqueforti 


extracted spores. On using the least experimental amounts of glass beads, 
i.e., 250 mg/100 mg spores the extracted nitrogen was almost doubled. 
The nitrogen extracted showed a more or less linear relationship with 
increasing amounts of glass beads showing a maximum of about 3.8°/, in 
the extraction solution at spore: glass beads ratio of 1:50, after which 
further increases in the amount of glass beads was not accompanied by 
appreciable increase of total nitrogen (Fig. 2). The maximum amount 
extracted at the 1:50 ratio amounted to about 72°/, of the total nitrogen 
originally present in the spores. The glass beads-protein curve showed 
a more or less similar relationship (Fig. 3). In the absence of glass 
beads practically no proteins were detected in the supernatant. Upon the 
addition of glass beads in amounts as low as 250/100 mg of spores 8 mg 
protein per 100 mg dry spores was extracted. The extracted proteins 
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increased with further increases in the amounts of glass beads reaching a 
maximum of about 18°/, at a spore glass bead ratio of 1:50. Further 
increases in glass beads seemed to have no appreciable influence on 
protein extraction. 

The effect of the amount of the extracting fluid in the extraction 
mixture on the release of the spore nitrogenous components was also 
investigated. Different amounts of NaCl-phosphate buffer ranging from 
2 to 20 ml/100 mg spores were used 
for extraction and Fig.4 indicates 
that the extraction process respond- 
ed markedly to dilution. The nitrogen 
in the extraction solution increased 
with increases in the amount of the 
NaCl-phosphate buffer, reaching a 
maximum of about 70°/) of the ori- 
ginal total nitrogen when 15 ml/ L 
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100 mg spores were used. The pro- & 
tein curve also showed the same © / t 80 
picture. Amaximum proteinextrac- & ,; el 160 
* SS * zal 
tion of about 21°/) of the sporesdry 3 |. aan a 
weight was reached on utilization of © 5 
/ 20 
15 ml/100 mg spores. 4 
: ! 5 70 15 
B. Fractionation ml /700 mg Spores 
of the extracted proteins Fig.4. The effect of extractant: spore ratio on 
myn extraction of the nitrogenous substances and 
As the best conditions for ex- proteins of P. roquefortt 


traction of the proteins of the mould 

spores had now been established, a trial was made for the preliminary 
investigation of the nature of such proteins. 180 mg of the dried spores 
were extracted under the best condition previously indicated 2 successive 
times, each for 15 minutes using the standard NaCl-phosphate buffer as 
the extracting fluid. The spores: glass beads: fluid ratio was 1:100:150, 
After the second extraction the two extracts were mixed and filtered 
through a glass filter and the volume was measured. Samples were taken 
for both nitrogen and protein estimations. The extracts were then intro- 
duced in a cellophane dialysis bag and dialysed against 1000 ml of the 
standard NaCl-phosphate buffer at 4°C. The dialysis was carried out for 
40 hours during which the outside buffer was changed four times. At 
the end of the dialysis period the volume of the extract was measured 
and samples were again taken for total N and protein estimations. The 
extracts were then introduced into the cellophane dialysis bag and 
dialysed against running tap water for 36 hours and further against 


distilled water for another 36 hours. All the dialysis processes were 


Arch, Mikrobiol., Bd. 41 3 


N % Jofal Nitrogen 


34. Ezz Evprn Tawa and 8. G. Knieut: 


carried out in the cold room at 5°C to avoid as far as possible denatura- 
tions, proteolytic action or bacterial growth. After the last dialysis the 
extract was centrifuged, the volume of the supernatant solution was 
measured and samples were taken for N and protein determinations. 
The precipitate was then dissolved in 10 ml of the NaCl-phosphate 
buffer and samples were taken from this solution for nitrogen and proteins 
determinations. In our calculations corrections were made for all volumes 
taken for nitrogen and proteins determinations. 

The data presented in Table 3 show that the total nitrogen of the 
NaCl-phosphate extract amounted to about 7 mg, 88°/, of which was 


Table 3. Nitrogen distribution in phosphate extracts from Pen. roqueforti spores 


Phosphate Non- eas ¢ Albumen + 
Extractable| dialysable Dialyeab lay or ceee pe Globulin 
N N N N N N 
mg 7.03 6.21 0.82 2.41 3.72 6.13 
o/, of 
extractable N 100 88.34 11.66 34.28 52.92 87.20 
9/7, of 
nondialysable N 100 38.81 | 59.90 98.71 


Table 4. Protein distribution in phosphate extracts from Pen.roqueforti spores 


Phosphate Water Dialyses 
aia Dialysed Alb ue 
xtracts melons : umens 
Extracts | Albumens Globulins Mishulied 
Protein in mg 39.25 34.99 12.21 22.65 34.86 
Protein as °/, total 
extractable protein 100 89.15 31.11 57.71 88.82 
Protein as °/, 
nondialysable protein 100 34.90 64.73 99.63 


found to occur in the extract after the phosphate dialysis, i.e., the low 
molecular weight N amounted to about 12°/, of the total extractable 
nitrogen. The nitrogenous substances in the NaCl-phosphate buffer 
dialysed extract could be, without much error, considered as proteins. 
Further dialysis of the extract against tap water and then distilled water 
allowed the fractionation of these proteins into two major fractions, 
namely the water soluble albumens and the precipitated globulins. The 
albumen nitrogen fraction amounted to 34°/, of the total extractable 
nitrogen while the globulin nitrogen amounted to about 53°/, of the nitro- 
gen. When the nitrogen of these two main types of proteins was calculated 
as the per cent of the nondialysable nitrogen it was found that around 
40°), of this nitrogen represented the albumens while the remaining 60°/, 
represented the globulins. 
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The data based on protein determinations (Table 4) substantiated the 
previously stated conclusions based on nitrogen estimations. The total 
proteins in the extracts amounted to about 39 mg, 90°/, of which was 
regained after the NaCl-phosphate buffer dialysis, i. e., about 11/) of low 
molecular weight nitrogenous compounds passed through the dialysis 
membrane. Further dialysis against water allowed the separation of the 
crude proteins into its two main components, the albumens which 
amounted to about 31°/, of the protein originally present and the globu- 
lins that amounted to about 58°/). 


Discussion 


In this work a series of experiments have been done to determine 
the best conditions for extraction of the proteins of mould spores. It was 
rather remarkable that water was as efficient as the phosphate buffer in 
extracting the proteins. According to definition the globulins are inso- 
luble in water but the successful extraction of the bulk of the spore 
proteins (including globulins) by water may be attributed to the fact 
that on rupture of some spores in the early stages of extraction, some 
soluble components are dissolved in water and the extracting medium 
became no longer pure water but actually a dilute solution. It also was 
demonstrated that the time of extraction and the ratio of the ingredients 
of the extracting mixture exerted a great influence on the extraction 
process. The best condition of extraction that led to the maximal 
amount of nitrogen or proteins in solution was established and it was 
shown that almost about 90°/, of the total nitrogen of the spores could. 
be extracted by the method. 


A trial was further made for the fractionation of the fungal proteins 
using the simple dialysis technique. In these experiments the analytical 
data based on nitrogen or protein estimations indicated that the non- 
dialysable fraction (mainly proteins) amounted to about 90°/, of the 
total extractable nitrogen. From the data based on protein dialysis it 
was noticed that about 90°/, of the originally present proteins were 
recovered after the NaCl-phosphate dialysis. This loss of about 10°/, may 
be partly correlated with the passage out the membrane of the small 
amounts of substances that might have interfered with the colour reaction 
of the Folin method and therefore might have caused an overestimation 
of the original protein value. This loss also may be partly attributed to 
the dialysis of the small fractions representing the low molecular weight 
protein decomposition products. It was possible however by the use of 
a simple dialysis technique to fractionate the spore protein into two 
major components, namely albumins and globulins; the former amounted 


to 34—38°/, while the latter amounted to 60—64°/, of the total protein. 
3* 


36 Ezz Evprn Tana et al.: Physiological and chemical studies on mould proteins. II 


Summary 


A series of experiments was done to determine the best conditions 
for the extraction of protein from mould spores ( Penicillium roqueforti). 
These experiments included studies on the influence of the extraction 
technique, the nature of the extracting fluid, spores glass: beads: extract- 
ing fluid ratio, and the time of extraction. 

Some work was done in fractionating the extractable nitrogenous 
substances and proteins of the spores. It was found that the extracted 
nitrogen could be fractionated into 12°/, dialysable low molecular weight 
nitrogen compounds and 88°/, crude protein, the latter was made up of 
about 40°/, albumens and 60°/, globulins. 
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Physiological and Chemical Studies on Mould Proteins 
III. Extraction and Fractionation of the Proteins of Mould Mycelia 


By 
EZZ ELDIN TAHA* and S.G. KNIGHT 


With 4 Figures in the Text 
( Received August 4, 1961) 


In a preceeding communication (Tana and Kwnicut 1961) studies 
on the proteins of mould spores were reported. These studies included 
the determination of the best conditions for the extraction of spore 
proteins and the fractionation of these extractable proteins. 

Our studies have been further extended to an investigation of the 
mycelial proteins and in this paper the systematic study of the various 
conditions determining the extraction of the proteins from the mycelia 
of our strain of P. roqueforti is reported. Experiments concerned with the 
fractionation of the isolated mycelial protein are also described. These 
studies may throw some light on both the quantity and quality of the 
mycelial proteins as compared with those of the spores. 


Methods 


Penicillium roqueforti (p-12-1) strain was used throughout this study. The 
experimental cultures were grown in 250 ml Erlenmeyer fiasks each containing 
50 ml of the sterile medium (Tana and Knicut 1961). The inoculated flasks were 
incubated at 25°C for 40 hours. The young nonsporulating mycelial mats were 
harvested, washed thoroughly several times with tap water and finally with 
distilled water. The mats were frozen down to —15° C, then dried in vacuum over 
phosphorous pentoxide in the frozen state. The dry material was further ground to 
fine powder. In certain cases the fresh undried mats were directly used. 

The mycelial extracts were prepared according to the method previously 
described (Tana and Kyicut 1961) using a usual laboratory blending mixer (Omni 
Mixer). Methods of determination of the total nitrogen and proteins are exactly 
those previously reported (Tana and Kyreut 1961). 


Experimental Results 
A. Factors influencing protein extraction 
a) Nature of the extractant 


Preliminary experiments were done to extract the mycelial proteins 
with different extraction solutions. In each case 2gm of the fresh 
frozen material or equivalent weight of the dried material were extracted 


* Visiting Research Professor, on scientific leave from National Research 
Centre, Cairo, U.A.R. 
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two successive times each with 20 ml of the extraction solution (Ext. I, It) ; 
A final third extraction was carried out with 20 ml of 1°/, borate solution 
(Ext. III). The different extraction solutions used in the first and the 
second extraction were water, 1°/, NaCl buffered to px 7.0 with 
Na,HPO,—NaH,PO, of different ionic strengths namely 0.03, 0.06 and 


Table 1. Extraction of nitrogenous compounds from fresh mycelia of P. roqueforti with 
different extractants 


Nitrogen Proteins 

Extractant Extraction mg/100 mg °/, mg/ 100 mg 
mycelia of Total N mycelia 
Ist 4.62 54.35 16.02 
ond 1.19 14.00 7.23 
1°/, NaCl + 0.1 M ist + 2nd / 5.81 68.35 23.25 
Phosphate borate 0.92 10.82 4.39 
Total 6.73 79.17 27.64 
1st 4.29 50.47 16.28 
ond 1.70 20.00 6.73 
1%, NaCl + 0.06M | 4.44 ond 5.99 70.47 23.01 
Phosphate rate 0.58 6.82 4.29 
Total 6.57 77.29 27.30 
ist 4.00 47.06 14.62 
Qnd 1.62 19.06 8.07 
1°%pNaCl + 0.03M | 4.4 4 ond 5.62 66.12 22.69 
Phosphate porate 0.73 8.59 4.54 
Total 6.35 74.71 27.23 
ist 5.04 59.29 17.94 
Qnd 1.35 15.88 6.42 
Water ist + 2nd 6.39 75.17 24.36 
borate 0.53 6.24 3.49 
Total 6.92 81.41 27.85 


0.1 M solutions. The NaCl-buffer solution was prepared by mixing equal 
volumes of the NaCl solution and the phosphate buffer. The results 
recorded in Tables 1 and 2, indicated that under the experimental con- 
ditions the proteins and the nitrogenous compounds are better extracted 
from the fresh mycelia than from the frozen dried ones. The total pro- 
teins extracted from the fresh material by any of the NaCl-phosphate 
buffers or water were invariably higher by more than 20°/, than those 
extracted from the dried material. The data given also show that extrac- 
tion of the nitrogenous substances including proteins with water only wasas 
effective as the NaCl-phosphate buffers. The total nitrogen as well as the 
proteins present in the water extracts were almost equal or even slightly 
higher than those present in the phosphate extracts. 

The given data also show that 1°/, NaCl solution buffered to pa 7 
with 0.03 M sodium phosphate buffer is as effective as that buffered with 
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buffers with higher ionic strength i.e. 0.06 and 0.1 M. On using any of the 
NaCl-phosphate buffers, the major part of the extractable nitrogen 
(63—69°/, and 69—78°/, in the case of fresh and dried material respec- 
tively) was actually extracted during the first extraction. A further 
amount of about 10—18°/, or 18—269/, (in the case of dried and fresh 


Table 2. Extraction of nitrogenous compounds from dry mycelia of P. roqueforti with 
different extractants 


Nitrogen : 
Extractant Extraction oF, Sore 
ist 4.26 50.12 13.35 
2nd 0.96 11.29 3.93 
1°/, NaCl + 0.1 M : 
Phosphate ist + 2nd 5.22 61.41 17.28 
borate 0.48 5.65 4.11 
Total 5.70 67.06 21.39 
1st 3.90 45.88 IRB} 
2nd 0.95 11.18 4.05 
1°/, NaCl + 0.06 M 
ee ist + 2nd 4.85 57.06 16.38 
Phosphate 
borate 0.75 8.82 3.78 
Total 5.60 65.88 20.16 
1st 4.58 53.88 13.25 
2nd 0.61 7.18 3.595 
1°/, NaCl + 0.03 M 
Dea ate 1st -- 2nd 5.19 61.06 16.80 
borate 0.76 8.94 2.62 
Total 5.95 70.00 19.42 
1st 4.19 49.29 13.39 
2nd 1.26 14.82 4.03 
Water ist + 2nd 5.45 64.11 17.42 
borate 0.59 6.94 2.81 
Total 6.04 71.05 20.23 


material respectively) is further removed during the second extraction. 
The third extraction with borate allowed the release of a further small 
fraction of the total extractable nitrogen. The total nitrogen extracted 
from the dried or fresh mycelia by the two successive extractions with 
any of the NaCl-phosphate buffers and the final borate extraction amount- 
ed respectively to about 60 and 70°/, of the total nitrogen originally 
present in the mycelia. 

In terms of proteins the first extraction of either the fresh or dried 
mycelia with NaCl-phosphate buffer allowed the extraction of about 
54—609/, or 62—68%/, of the total extractable proteins respectively. 
Amounts as much as 25—30°/, and 18—20 were extracted in the second 
phosphate extraction. The last borate extraction allowed the final 
extraction of 14—19°/, and 16—179/, in the case of dried and fresh 


material respectively. 
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A more or less similar picture was obtained on extraction of both 
types of mycelia with water only followed by borate. 


b) Extracting solution: mycelia ratio (Fig. 1) 

The extracting solution: mycelia ratio (V:W) was found to influence 
markedly the extracting process. On using different amounts of NaCl- 
phosphate buffer ranging from 1 to 15 ml/100 mg of dried mycelia, the 

total extractable nitrogen and 


proteins were found to increase 
on increasing the amount of 
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Fig.1. The effect of extractant: mycelia ratio on the extraction of the nitrogenous substances and 
proteins of the mycelia of P. roqueforti 
Fig.2. The effect of glass beads: mycelia ratio on the extraction of the nitrogenous substances and 
proteins of P. roqueforti 


extracting solution from 1 to 2.5 ml/100 mg mycelia where an 
optimum was reached. When the extraction mixture was further 
diluted with NaCl-phosphate buffer a decline in the amounts of 
extractable nitrogenous substances was recorded. At the higher experi- 
mental ranges (between 10—15 ml/100 mg) the extraction process seems 


not to be further influenced by the variation of the amounts of the extrac- 
tion solution. 


c) Glass beads: mycelia ratio (Fig.2) 
The influence of the ratio of the glass beads to the extracted mycelia 


on the extraction of the nitrogenous components and proteins was also 
investigated between the experimental ratios of 12.5—75:1. 
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In the complete absence of the glass beads, the total extracted nitro- 
gen amounted to about 2.8°/, of the dry weight i.e. about 33°/, of the total 
nitrogen originally present in the mycelial cells. Such high amounts of 
nitrogen were never extracted from the spores of this organism in the 
absence of glass beads. 

Both the total extractable nitrogen and proteins showed an increase 
with the increase of the amount of glass beads reaching a maximum at a 
glass beads: mycelia ratio of 50:1. Further increase in the amount of 
glass beads was not accompanied by any further increase in the extract- 
able nitrogen or proteins. 


d) Extraction time (Figs.3 and 4) 


A series of extraction experiments at different time intervals ranging 
between 5 and 60 min were carried out to determine the time at which 
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Fig.3. The effect of time on the water extraction of the nitrogenous substances and proteins of the 

mycelia of P. roqueforti 


Fig.4. The effect of time on the phosphate extraction of the nitrogenous substances and proteins of 
the mycelia of P. roqueforti 


maximum extraction takes place. Figs.3 and 4 show the effect of time 
on the aqueous or phosphate extraction of the cellular nitrogenous 
components and the proteins. On extraction with NaCl-phosphate 
buffer the extractable total nitrogen increased more or less linearly with 
the increase of the extraction time reaching a maximum at about 45 min. 
Increasing the extraction time to 60 min was accompanied by a decrease 
in the total nitrogen by about 22°/, of that extracted in 45 min. The 
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time-protein curve showed a more or less similar shape indicating that 
the maximum protein extraction occured in 45 min. 

On using water as extracting agent the total extractable nitrogen 
also increased with the increase of extraction time but maximum extrac- 
tion was reached in 30 min. i.e. less 15 min than in the case of NaCl- 
phosphate extraction. After 30 min further increase in extraction time 
was accompanied by a decrease in the total nitrogen as well as the protein 
content of the extract. 


B. Fractionation of the mycelial proteins 


After determination of the best conditions of extraction of the myce- 
lial proteins, fractionation of these proteins to their main components 
was approached. 

400 mg of the dried mycelia were extracted under the best conditions 
two successive times each for 15 min with NaCl-phosphate buffer. The 


Table 3. Nitrogen distribution in phosphate extracts from P. roqueforti mycelia 


Phosphate | Nondialysa-| Dialysable | Albumen | Globulin aur 
N N N N Globulin 
mg 25.65 22.31 3.34 7.63 13.88 21.51 
per cent of 100 86.90 13.10 29.75 54.12 83.87 
extractable N 
per cent of — 100 — 34.20 62.21 96.41 
nondialysableN 


glass beads: extracting solution : mycelia ratio was 50:25:1, the fractio- 
nation procedure applied was that described in a previous communica- 
tion (Tana and Knicut 1961). The data presented in Table 3 showed that 
the total nitrogen of the phosphate extract amounted to 25 mg i.e. about 
75°/, of the total nitrogen originally present in the mycelia. About 87°/, 
of the total extractable nitrogen could be considered as crude proteins 
nitrogen while the rest 13°/) was low molecular weight dialysable nitrogen. 
On dialysis of the crude protein solution against water the globulins 
amounting to about 62°/, of the total crude proteins were precipitated 
while the soluble albumen that amounted to about 34°/, remained in 
solution. These results are in close agreement with those previously re- 
corded in the case of spore proteins (Tana and Kyiaur 1961). Thus in- 
dicating that the proteins of mycelia and those of spores of P. roqueforti 
do not basically differ in their composition. 


Discussion 
In this study experiments have been done to determine the best 
conditions for the extraction of the mycelial proteins. As in the case of 
Spore proteins water proved to be as efficient as any of the NaCl-phos- 
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phate buffers used. This result may be explained by the assumption that 
at the early stages of extraction, some of the soluble cellular components 
are released and dissolved in the extracting water which became no 
longer pure water but actually a dilute solution capable of extracting 
and dissolving the various protein components. The present experiments 
also established the best conditions of extraction including the necessary 
amounts of glass beads, extracting solution as well as the time required 
for maximal extraction under the given conditions. It was actually pos- 
sible to extract more than 70°/, of the total nitrogen originally present in 
the mycelia. On using the simple dialysis technique, fractionation of the 
mycelial proteins to its two main components namely albumens and 
globulins was made possible. The content of the mycelial proteins of 
each of these two components was almost the same as that of the proteins 
of the spores of the same organism. 


Summary 

A series of experiments have been done to investigate the influence 
of the various extraction conditions on the extraction of nitrogenous 
substances including proteins from the mycelia of Penicillowm roqueforti. 
These experiments included the study of the effect of the nature of the 
extracting solution, the mycelia—glass beads ratio, the mycelia—ex- 
tracting solution ratio as well as the extraction time. It was also possible 
to determine most suitable conditions for extraction. Fractionation of the 
mycelial proteins was also carried out and it was demonstrated that the 
mycelial proteins do not differ in their albumen and globulin contents 
from the spore proteins. 
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Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat in Gottingen 


Notiz iiber das Vorkommen niederer Erdphycomyceten 
in der Antarktis 


Von 
RICHARD HARDER und INGETRAUD PERSIEL 


(Eingegangen am 10. September 1961) 


Im Rahmen der Géttinger Studien iiber das Vorkommen niederer 
Bodenphycomyceten in den verschiedensten Gebieten der Erde haben 
wir nun auch einige Bodenproben aus der Antarktis untersuchen kénnen. 
Sie wurden freundlicherweise durch Vermittlung von Herrn Dr. Orro 
ScHNEIDER, Chef des Departamento Cientifico des Instituto Antartico. 
Argentino in Buenos Aires, auf einer Antarktisexpedition des Instituts. 
wahrend des Siid-Sommers 1958 fiir uns gesammelt?. 


I. Material und Methodik 


Die Erdproben stammen aus der Antartica Argentina und zwar von 
der Insel Laurie der Siid-Orkney-Inseln (60°45’ S und 44°43’ W), 
der Kénig-Georg-Insel (= Isla 25 de Mayo) der Siid-Shetland- 
Gruppe (62°14’ S und 58°38’ W) und der Nordspitze des Graham- 
landes des Antarktischen Kontinents (63°24’ S und 57°01’ W). Alle 
drei Standorte liegen also noch diesseits vom siidlichen Polarkreis. 


Die Proben 1 und 2 wurden unter Moos in 3m iiber dem Meeresspiegel und 
150 m siidéstlich bzw. in 5 m iiber dem Meere und 300 m éstlich vom Hauptgebaiude 
der argentinischen meteorologischen Station auf Laurie am 9.1.1958 gesammelt. 
Probe 3 stammt aus der Wurzelerde von Deschamvpsia von einem Robbenplatz 
(also Meeresniihe!) bei Caleta Potter, einer nicht besetzten argentinischen Hiitte 
auf der Kénig Georg-Insel; sie wurde am 6.3.1958 gesammelt. Die Proben 4 und 5 
wurden unter Moos in 10 bzw. 20 m iiber dem Meere und 400 bzw. 300 m siidlich 
vom Hauptgebiiude der Station Bahia Esperanza an der Hope Bucht des 
Grahamlandes am 4.1.1958 entnommen. 

Die Bodenproben wurden am Standort luftdicht in Aluminiumdosen verpackt 
und bis zur Untersuchung im Kiihlschrank aufbewahrt. In Gottingen wurde, wie 
bei unseren bisherigen Untersuchungen (vgl. z. B. Persten 1960), ein kleiner Teil 
davon in Petrischalen in Wasser aufgeschwemmt und mit Kédern beschickt. Da die 
Béden aus der Nihe der Kiiste stammten, wurden die Ansitze nicht nur mit SiiB- 
wasser (aus der Weender Quelle) sondern auch mit Meerwasser (Nordseewasser) 
gemacht (je zehn Schalen), die Halfte davon wurde bei 22°C, die iibrigen bei 
10—15°C aufgestellt. Im Ganzen wurden also — mit wenigen Ausnahmen — von 
jeder Bodenprobe 20 Ansiitze gemacht. 


Herrn Dr. ScHNEIDER und dem Instituto Antdrtico Argentino danken wir 
auch an dieser Stelle vielmals fiir ihre Hilfe. 


INT, der Hodenprove 


= - 
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II. Ergebnisse 
‘ Die Ergebnisse zeigt Tab.1. Die in ihr wiedergegebenen Funde 
diirfen nur als Mindestméglichkeiten angesehen werden, da die 
Bodenproben von Stellen stammen, die offenbar nicht als giinstig fiir die 
Pilzentwicklung angesehen werden kénnen. 
Das Material bestand meist aus ziemlich harten, miteinander verklebten 
Massen, die im Wasser feinkérnig zerfielen und einen mehr oder weniger mine- 


ralischen Hindruck, nicht aber den von Humus machten. An den Entnahme- 
stellen 1, 2, 4 und 5 befand sich Pinguinendung; die Pinguine sollen aber mit ihren 


Tabelle 1. Zahl der Pilzfunde in Bodenproben aus der Antarktis 


Zahl der Ansitze] §& S SS % 8 
Se Ss = i = = 3 3 2 

8 Sy | ald pec 3: al be 300) Pak [ono Pa US 

= Pa 5 <5 =f s§ 5 3 = = eis 

SO 3 8 SB 1] S85 | 8s 8 s s 5 ae 

Se emis eed ea (egsl.% | ke licge | a. |e" 

é scoedae 1c bei ero fence fanaa 

o =| ae 
a ce M | Ww M/W|M|w|M|W{|M|Wi[M|W 

22 5 5 5 yn) 
10—15 5 5 Le 2 5 1 5 | 5 

22 5 5 2 4)4 
10—15 5 5 1 2| 2 5 5 | 5 

22 5 5 1).5| 5 5 | 5 
10—15 5 5 4/3 5 2)51]5 

22 5 5 2 5 | 5 
10—15 4 5 4 4/5 

22 — 5 5 
10—15| 3 5 3 [5 

22 20 25 Le neo: 7 19 |24 
10—15] 22 25 4 1 TO a 15 1 2 |22 |25 


ausgedehnten Brutplitzen alles Pflanzenleben sehr stark beeintrachtigen, unter 
Umstinden sogar zerstéren (Kosack 1954, S.96)1. Esist daher kaum damit zurechnen, 
da®B hier die sehr zarten und empfindlichen niederen Phycomyceten zu guter Ent- 
wicklung kommen konnten. Bei der dritten Probe handelt es sich um einen ,, Robben- 
platz‘‘, auf dem zwar vereinzelt Deschampsia vorkam, von dem aber wohl auch an- 
zunehmen ist, daB dort schwerlich ein fiir niedere Phycomyceten gut geeignetes 
Substrat vorhanden war. 

In allen Proben und allen Ansiitzen waren septierte Hyphen vorhanden. Auch 
Pythien waren ziemlich haufig, nur in den Proben von Bahia Esperanza traten sie 
nicht auf. Auch Actinomyceten wurden relativ oft gefunden; auch sie fehlten aber 
fast ganzlich in Bahia Esperanza. Unerwartet ist das fast véllige Fehlen von 
Saprolegniaceen in fast allen Proben (sie wurden nur ein einziges Mal gefunden, auf 
Laurie), und iiberraschend ist auch der fast ginzliche Mangel an Zygomyceten. 
Letzteres ist deshalb auffiallig, weil septierte Hyphen in allen Proben und fast 
allen Ansiitzen auftraten (in 90 von 92 Ansitzen). 


1 SxorrsBERG (1912) schreibt: ,,Der ganze Boden ist eine halbfliissige Masse von 
Guano, Pflanzen finden wir keine.“ 
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Eine Bevorzugung der Ansitze mit Meerwasser war eindeutig nicht vor- 
handen, die Entwicklung war in den Meer- wie SiiBwasseransitzen gleich gut; nur 
die Pythien kamen sonderbarerweise ausschlieBlich in den SiuBwasseransatzen zur 
Entwicklung. Auch die Temperatur wihrend der Kultur (22° oder 10—15°C) 
war ohne signifikante Wirkung. 

Beziiglich des Vorkommens von niederen Phycomyceten waren die 
Ergebnisse auBerordentlich mager. In den 92 Ansatzen wurden nur drei 
niedere Phycomyceten herausgekédert! Und zwar Rhizophydium 
sphaerotheca Zopf, Rhizophydium utriculare Uebelmesser (Familie 
Phlyctidiaceae, Ordnung Chytridiales) und Hyphochytrium cf. catenoides 
Karling (Familie Hyphochytriaceae, Ordnung Hyphochytriales). Alle drei 
gehéren zu den Uniflagellatae (SPARROW 1960). Rhizophydium sphaero- 
theca und Hyphochytrium wurden jedes nur einmal in je 20 Ansatzen 
gefunden, sie waren also in nur sehr geringer Dichte in den betreffenden 
Bodenproben enthalten; Rhizophydium utriculare trat dagegen viermal 
in 19 Ansatzen auf, war also reichlicher vertreten. 


Eine Anpassung an den Salzgehalt des Substrats als Folge der Kiistennahe war 
nicht nachweisbar, denn alle sechs Funde traten in den SiiBwasseransitzen auf. 
Moglich ist, daB die Kultur bei 22° ungiinstiger wirkte als die bei 10—15°, da fiinf 
der Funde bei der niedrigeren Temperatur gemacht wurden; bei der geringen Zahl 
der Funde kann das aber auf Zufall beruhen. 


Ill. Vegetation und Klima in den Polarregionen 
1. Ubersicht 
Um die Befunde richtig einzuschitzen, miissen die Gesamtvegetation, 
und das Klima des Gebietes beriicksichtigt werden; wenn nicht anders. 
bemerkt, stammen die nachstehenden Angaben von Kosack (1954). 


a) Vegetation 

Die Antarktis ist viel vegetationsfeindlicher als die entsprechenden 
Breiten auf der nérdlichen Halbkugel. Auf dem gesamten antarktischen 
Festland einschlieBlich der polaren Inseln kommen auBer niederen 
Boden- und Schneealgen (Cyanophyceen, meist einzellige Chlorophyceen, 
Diatomeen) auf den Felsen in erster Linie Flechten und an geeigneten 
Stellen auch Moose vor. Nur in besonders giinstigen Lagen sind spirliche 
Bestiinde von Bliitenpflanzen vorhanden, von denen es in der ganzen 
Antarktis nach SkorrsBere (1912) und KosacK (1954) aber nur die 
Graminee Aira antarctica und die Umbellifere Colobanthus brevifolius gibt; 
nach Gams (1960) ist noch ein weiteres Gras vorhanden. 

Demgegeniiber geht auf der nérdlichen Halbkugel der Baum- 
wuchs weit tiber den Polarkreis hinaus und selbst auf Spitzbergen 
(rund 77—80° N) gedeihen noch 128 und auf Franz Josephs Land, das. 
ber den 80.° hinausragt, noch 36 Bliitenpflanzen (Gams 1960). 


Auch die Tierwelt ist in der Antarktis sehr dirftig; was an héheren Tieren 
vorkommt (Végel, Robben) ernahrt sich aus dem Meere; Landsiiugetiere fehlen. 
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vollstéindig und auch die Fauna niederer Tiere ist AuBerst spirlich [meistens nur 
Gletscherfléhe (Collembolen), in Moosrasen einige Milben (Acariniden) und einige 
Fadenwitirmer]. 


b) Klima 

Die Diirftigkeit der Pflanzen- und Tierwelt hangt natiirlich mit dem 
Klima zusammen. Das Wetter in der Antarktis ist sonnenarm, nieder- 
schlagsreich und kalt. Selbst auBerhalb des siidlichen Polarkreises ist 
die mittlere Jahrestemperatur sehr niedrig: Schon am 55. Breitengrad 
nur +1,3°C, am 60.° —3,4 und am 65.° —8,2°C; im warmsten Monat 
(Januar) ist die mittlere Temperatur unter diesen drei Breitengraden 
+5,0, +2,1 und —0,7°C (Mzrnarpus 1938). Demgegeniiber liegt auf 
der Nordhemisphare Abisko (68°30'N) in Schwedisch Lappland, 
also polwérts vom Polarkreis, unter der Jahresisotherme von 0°, und 
selbst im siidlichen Spitzbergen (etwa 77° N) ist die mittlere Jahres- 
temperatur mit —5° noch héher als in der Antarktis am 65. Breiten- 
grad. 


2. Unsere Untersuchungsorte 


Auf der Insel Laurie, unserem polfernsten Untersuchungsort, sind die Ver- 
haltnisse durch kalte Meeresstromungen und anderes besonders ungiinstig (ganz- 
jaihrige Messungen seit 1904): Weniger als 10 Tage im Jahr sind hier frostfrei, 
309 Tage haben Nieder- 


schlige, davon 274 mit Tabelle 2. Klimatische Verhiiltnisse auf Laurie 


pa ie eee (60°43’ S, 44°47’ W), Periode 1928 —1937 

scheindauer wahren es 

ganzen Jahres betragt nur Januar | Juni Jahr 

542 Std, heitere T ibt 

Gr pete on Taai ae 4 Mittlere Temperatur +0,3 | —12,8 —5,0 

(MEINARDUS 1938). Die Mittleres Maximum + 1,6 —8,6 —2,1 

mittlere Jahrestemperatur Mittleres Minimum —1,6 | —17,4 | —8,2 

liest mit —5°C tiefer als Absolutes Maximum +8,7 +3,8 +9,0 

in der iibrigen Antarktis Absolutes Minimum 6,5 38,3 38,3 
. P Bewéolkung in 1/ 9,4 8,1 8,8 

d 10 
ethos tise Mlittlere. Froattage 27,7 | 30,0 | 354,7 


selbst im warmsten Monat 
kommt die mittlere Tempe- 
ratur kaum iiber 0° hinauf (Tab.2, nach Ministerio de Agricultura 1944). Laurie ist 
fast ganz vergletschert, nur in einem schmalen Kiistenstreifen besteht eine nicht 
vereiste Kiltewiiste mit auBerst armlicher Vegetation von einigen Moosen (14 Arten) 
und Flechten (11 Arten); die auf dem viel polniher gelegenen Kontinent vor- 
kommenden Bliitenpflanzen fehlen auf Laurie vollig. Auch die Landfauna ist 
sparlicher als an der Westkiiste von Grahamland. 

Auf der Konig Georg-Insel sind die Verhaltnisse trotz der etwas gréferen 
Polnihe nicht ganz so extrem. Wetterbeobachtungen iiber langere Zeit liegen zwar 
nicht vor, aber im Dezember—Januar 1909 war die mittlere Temperatur +-2,9°, 
also um mehr als 2° warmer als auf Laurie. Von Pflanzen wurden bisher allerdings 
auch nur Flechten und Moose gefunden. ; 

Noch etwas polniiher liegt Bahia Esperanza in der Hope Bucht an der Spitze 
des als langgestreckte Halbinsel des Antarktischen Kontinents in den Ozean gegen 
Siidamerika vorstoBenden Grahamlandes. Die J ahresmitteltemperatur ist hier 
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mit —4,1° sehr hoch fiir die Antarktis und ist hoher als die auf der mehrere Breiten- 
grade weiter nérdlich liegenden Insel Laurie; auch die iibrigen klimatischen Fak- 
toren sind hier etwas milder (mittlere Januartemperatur selbst auf 65° S +-1° und 
bis zu 42 frostfreie Tage im Jahr). Die Vegetation ist daher weniger diirftig und 
auBer den zahlreichen Flechten und relativ iippigen Moosen (insgesamt kommen 
in der Antarktis nach Kosack 400 Flechten und 70 Moose vor, nach Gams 250 
Flechten und 76 Moose) gedeihen hier auch die wenigen Bliitenpflanzen. Die giinstig- 
sten Bedingungen herrschen wohl an der ganzen Westkiiste von Grahamland, so 
daf hier Bliitenpflanzen noch bei 68,5°S vorkommen; die Moose verschwinden 
erst auf dem 78.° § in Siid-Victoria-Land, und die Flechten finden ihre Polargrenze 
sogar erst am Nansenberg im Kénigin-Maud-Gebirge auf 85° S, also schon fast 
am Pol. 


IV. Diskussion 


Im groBen ganzen sind die klimatischen Verhaltnisse in der Ant- 
arktis also sehr viel scharfer als um den Nordpol; es ist daher nicht 
verwunderlich, da8B unsere Ausbeute an niederen Phycomy- 
ceten nicht iippig ausgefallen ist. Sie deckt sich ungefahr mit der 
von Spitzbergen (GAERTNER 1954; HarpER 1954). Von den dort unter 
78° N an sechs Standorten gesammelten Erdproben wurden 30 Ansiatze 
gemacht, von denen vier eine Ausbeute an niederen Phycomyceten 
ergaben, die zu zwei Arten gehérten (Olpidiwm pendulum und Nowa- 
kowskiella elegans). In Abisko (Schwedisch Lappland, 68°30’ N) war — 
abgesehen von den héheren Bergen — die Ausbeute schon sehr wesent- 
lich gréBer, némlich aus 56 Proben 7 Arten, und in bearbeiteten 
Béden (8 Proben) fanden sich dort sogar 17 Arten. Aus siidlicher 
gelegenen Standorten Islands und Grénlands (63°N) hat Hé6HNK 
(1960) abgesehen von Saprolegniaceen und Pythiaceen von terrestrischen 
Standorten 18 Arten der uns interessierenden niederen Phycomyceten 
herauskédern kénnen. In der Arktis geht die Besiedelung mit niederen 
Phycomyceten also erwartungsgemaéf viel niher an den Pol heran als 
in der Antarktis. 


Aber auch im siidpolaren Gebiet kommen die niederen Erd- 
phycomyceten vielleicht doch reichlicher vor, als es nach 
dieser ersten Untersuchung zu sein scheint. Die Stellen, an denen 
unsere Bodenproben gesammelt worden sind, boten, wie schon gesagt, 
durch die Einwirkung von Pinguinen und Robben wohl kaum optimale 
Bedingungen fiir die Phycomycetenentwicklung, wenngleich hier Moose 
und an einem Standort sogar eine Graminee vorkamen; auBerdem 
wiesen alle drei Ortlichkeiten klimatisch ungiinstigere Verhaltnisse auf 
als manche weiter polwirts gelegenen Gebiete an der Westkiiste von 
Grahamland. Bei der dort etwas iippigeren Vegetation diirfte wenig- 
stens stellenweise doch wohl eine etwas stirkere Humusbildung vorliegen, 
so daB sich dort fiir die uns interessierenden Pilze etwas bessere 
Entwicklungsméglichkeiten bieten diirften, 


oo 
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Wenn in der Antarktis bisher auch erst drei niedere Phycomyceten 
ermittelt worden sind, so zeigen diese Funde doch schon, da8 diese 
auBerordentlich zarten und empfindlich wirkenden Orga- 
nismen erstaunlicherweise in einem Klima existieren kénnen, in dem 
die Temperatur wahrend des gréBten Teils des Jahres unter Null liegt, 
wo noch nicht einmal ein Dutzend Tage im Jahr frostfrei ist, wo die 
mittlere Temperatur selbst im warmsten Monat nur wenige Zehntelgrad 
iiber 0° ansteigt, und wo die Organismen nicht nur wahrend des gréBten 
Teils des Jahres vollig einfrieren miissen, sondern wo selbst im warmsten. 
Monat die Oberfliche des Bodens wahrend des gré8ten Teils des Tages 
hart gefroren ist und die Moosrasen nur wahrend weniger Stunden tag- 
lich auftauen (SkorrsBpERG 1912). Diese Kalteresistenz ist um so tiber- 
raschender, als Angehorige der gleichen Organismengruppe sowohl den 
feuchtwarmen Mulm des tropischen Urwaldes besiedeln (S6RGEL 1942) wie 
auch im staubtrockenen, heiBen Wiistensand zu finden sind (GARTNER 
1954). 

Bei allen drei in der Arktis gefundenen Arten handelt es sich nicht 
etwa um Endemismen, sondern um Kosmopoliten. 

Rhizophydium sphaerotheca ist nach Sparrow (1960) in Deutschland, Schwe- 
den, GroBbritannien, USA, Brasilien, Cuba und an fiinf Standorten in Afrika 
gefunden worden. Auch Rhizophydium utriculare ist wohl iiber die ganze Erde ver- 
preitet: erst kiirzlich von UBBELMESSER aus australischem Boden isoliert (UEBEL- 
Messer 1956; Harper u. UEBELMESSER 1958), wurde die Art spiiter in salzhaltigen 
Béden Nordamerikas gefunden und ist jetzt also auch noch fiir die antarktischen 
Siid-Orkney-Inseln nachgewiesen. Hyphochytrium ef. catenoides’ wurde zuerst aus 
Erden der Alpen, dem Himalaya, dem Hochland von Athiopien und den Anden 
Siidamerikas isoliert (PERSIEL 1960), auferdem wurde die Art aus Erdmaterial 
aus den USA und Australien herausgekédert (PERSIEL, unveroffentlicht) ; auch 
dieser Organismus ist also weltweit verbreitet?. 


Zusammenfassung 

Aus fiinf antarktischen Bodenproben von 60°45’, 62°14' und 63°24’ 
siidlicher Breite wurden in 92 Ans&tzen drei niedere Phycomyceten 
herausgekédert, namlich Rhizophydium utriculare, Rhizophydium sphae- 
rotheca und Hyphochytrium cf. catenoides. Sie alle sind auch von Stand- 
orten mit milderem Klima bekannt und Kosmopoliten. 

Die Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft durchgefiihrt. 
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Arch. Mikrobiol., Bd. 41 4 
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Aus dem Botanischen Institut der Technischen Hochschule Karlsruhe 


Untersuchungen iiber Vorkommen und Funktion 
symbiontischer Mikroorganismen 
bei holzfressenden Insekten Chiles 


Von 
J. GRINBERGS 


Mit 6 Textabbildungen 
(Eingegangen am 28. Juli 1961) 


Aus dem umfangreichen Schrifttum itber die Symbiose von. Mikro- 
organismen mit Insekten (BUCHNER 1953) geht hervor, daB diese Er- 
scheinung in der Natur verhaltnismaBig weit verbreitet ist. Das Verhalt- 
nis zwischen Insekt und Symbiont kann sehr verschieden sein. Als ein- 
fachster Fall einer Symbiose kann wohl die normale Darmflora bezeichnet 
werden. Schon fester ist die Bindung bei den mit ,Garkammern* aus- 
gestatteten Insektenlarven, wo der Darm sackartige, von Mikroorganis- 
men besiedelte Erweiterungen aufweist. Den héchsten Grad einer An- 
passung an das Zusammenleben mit Mikroorganismen finden wir bei den 
Insektenarten mit intracellulirer Symbiose. Hier besiedeln die Sym- 
bionten besondere Zellen, die Mycetocyten, die entweder einzeln auf- 
treten oder zu Organen, den Mycetomen, zusammengefaBt sind. 

Die Symbioseforschung hat verschiedene Richtungen eingeschlagen : 
1. eine morphologisch-cytologische, 2. eine physiologische, 3. eine immun- 
biologische und 4. eine evolutionistische Richtung. 

Die morphologisch-cytologische Forschung befaBt sich mit den Ein- 
richtungen zur Unterbringung und Ubertragung der Symbionten. und 
hat insbesondere bei den drei groBen Gruppen holzfressender Kafer, den. 
Cerambyciden, Anobiiden und Curculioniden, die Verhaltnisse weit- 
gehend aufgeklart. 

Auf Grund der Untersuchungen von BUCHNER (1921), BREITSsPRE- 
CHER (1928), NoLTE (1938) und anderen kann angenommen, werden, daB 
alle Anobiiden in Symbiose leben, wiahrend diese Erscheinung bei Ceram- 
byciden nur auf einige Gruppen beschrankt ist (ScHOMANN 1937). Bei 
den ersteren treten Mycetome im Larval- und Imaginalstadium auf, bei 
den letzteren nur im Larvalstadium. Bei der dritten Gruppe, den von 
BucHNER (1933) besonders intensiv bearbeiteten Curculioniden, finden 
sich Mycetome bei Larven und Imagines, im Gegensatz zu den beiden 


anderen Gruppen sind sie jedoch nicht auf die Darmregion beschrankt. 
4* 


52 J. GRINBERGS: 


Wiahrend die Morphologie und Cytologie der Symbiosen eingehend 
untersucht ist, steckt die Erforschung der physiologischen Probleme 
solcher Einrichtungen noch in den Anfangen. Durch Aufzucht steriler 
Wirtsorganismen konnte die Lebensnotwendigkeit der Symbionten nach- 
gewiesen werden (Kocn 1933, 1934). Pant u. FRAENKEL (1950, 1954) 
konnten die durch das Fehlen der Symbionten hervorgerufenen Ausfall- 
erscheinungen durch Zusatz von Vitaminen der B-Gruppe kompensieren 
und so nachweisen, daB die Funktion derselben in einer Belieferung des 
Wirtes mit Vitaminen besteht. Aus der Tatsache, da nur Cerambyciden- 
arten, deren Larven in Nadel- oder totem Laubholz leben, symbiontische 
Einrichtungen besitzen, schlieBt ScHomANN (1937) auf eine zusdtzliche 
Belieferung des Wirtes mit in der Nahrung fehlenden Stoffen. 

Die Symbionten sind bisher vor allem hinsichtlich ihrer systema- 
tischen Stellung und ihrer Leistungen im symbiontischen Verband unter- 
sucht worden. Bei den Curculioniden beschreibt BucHNER (1935) 
Bakterien von auffallend starkem Pleomorphismus als intracellulare 
Symbionten. Weder ihre systematische Zugehérigkeit noch ihre Leistun- 
gen sind bekannt. 

Als Symbionten der Anobiiden werden SproBpilze angegeben (BucH- 
NER 1921; Herrz 1927; MULLER 1934 u. a.), die offenbar zum Teil wuchs- 
stoffheterotroph sind (GRAEBNER 1954) und systematisch der Gattung 
Torulopsis Berlese nahestehen sollen. 

Alle bisher aus Cerambyciden isolierten Symbionten gehéren der 
Gattung Candida Berkhout an, allerdings zeigt der Symbiont von Lep- 
tura sanguinolenta abweichendes Verhalten (GRAEBNER 1954; JURZITZA 
1959; JurRzirzaA, KtHLWErIN, Kreaur-van Riv 1960). Es wurden fol- 
gende Arten beschrieben: Candida tenuis, Candida parapsilosis var. 
intermedia und Candida rhagii, sowie St&émme, die diesen Arten nahe- 
stehen. Auch sie sind groBtenteils vitaminheterotroph. 

Auf die immunbiologische Seite der Symbiose haben nur BUCHNER 
(1940, 1953) und Kocn (1960) hingewiesen. Die Abwehrkrafte des Wirtes 
gegentiber den Symbionten zeigen sich in der Beherrschung der Invasion 
und der Vermehrung, in ihrer Beschrinkung auf bestimmte Kérper- 
regionen und in ihrer Eliminierung in bestimmten Entwicklungsstadien, 
Experimentell sind diese Fragen bisher noch nicht in Angriff genommen 
worden. Das mag wohl mit der Tatsache zusammenhangen, daB Immuni- 
tatsphinomene bei Insekten noch kaum erforscht sind und daB sie 
nicht ohne weiteres vergleichbar und auerdem viel komplizierter sind 
als bei Saugetieren (STEPHENS 1959), 

Uber Entstehung, Weiterentwicklung oder Verschwinden einer 
Symbiose wissen wir nur wenig. Auf Grund der Ahnlichkeit der Symbion- 
ten einiger Leptura-Arten mit Nektarhefen diskutiert Herrz (1927) das 
Zustandekommen der Symbiose durch Infektion  bliitenbesuchender 
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Imagines. Minter (1934) dagegen nimmt an, da diese urspriinglich 
vom Larvenstadium ausging, da er in morscher Rinde, Baumstiimpfen 
und faulendem Holz den Symbionten ahnliche Formen nachweisen konnte. 

Uber das Zustandekommen der Symbiosen sind von verschiedenen 
Autoren Theorien aufgestellt worden. BucHNER (1953, 1960) sieht ihre 
Entstehung in einer gesteuerten Partnerwahl, wahrend ScHwartz (1935) 
teleologische Auffassungen ablehnt und von einem abgeschwachten, 
regelmaBig vorhandenen, erblichen Parasitismus spricht. STAMMER 
(1952) vertritt die Ansicht, daB sich in der ttherwiegenden Mehrzahl 
aller Endosymbiosen die symbiontischen Verhaltnisse ohne jeden Kampf 
aus rein kommensalistischen Zustanden entwickelt haben. 

Dieser kleine Uberblick mag geniigen, um die groBen Unterschiede zu 
zeigen, die hinsichtlich des Standes der Symbioseforschung bestehen. 
Das Untersuchungsmaterial war meist europdischer, vielfach sogar nur 
deutscher Herkunft. Es war deshalb von besonderem Interesse, diese 
Untersuchungen auf ein Gebiet auszudehnen, das floristisch und fauni- 
stisch eine Sonderstellung einnimmt und fast alle Klimazonen der Erde 
einschlieBt. Aus dieser Uberlegung heraus entstanden die vorliegenden. 
Untersuchungen, die sich mit der Symbiose bei holzfressenden Insekten- 
arten Chiles befassen. 


A. Material und Methodik 


Der erste Teil der vorliegenden Arbeit, die Isolierung von Stammen des ein- 
gesammelten Materials, wurde im Mikrobiologischen Institut der Universidad 
Austral de Chile in Valdivia durchgefiihrt, die weitere Bearbeitung erfolgte am 
Botanischen Institut der Technischen Hochschule Karlsruhe. 

Die Insekten und Materialproben wurden auf mehrtagigen Exkursionen ge- 
sammelt und in sterilen Aluminiumdosen bis zur Bearbeitung aufbewahrt. Die Be- 
stimmung der Insekten erfolgte durch Professor Dr. GuriLeERMO Kuscuent, Uni- 
versidad de Chile, Santiago. Soweit eingesammelte Larven nicht bestimmt werden 
konnten, sind sie nach der jeweiligen Holzart aufgefiihrt. Die Praparation der 
Larven wurde unter aseptischen Bedingungen in Petrischalen vorgenommen. Unter 
Wasser wurde der Darm herausgeldst, in eine andere Petrischale mit Wachsboden 
gebracht und auf das Vorhandensein symbiontischer Hinrichtungen geprift. Der 
Darm wurde in drei Teile geteilt, diese zunachst mikroskopisch auf Anwesenheit von 
Mikroorganismen untersucht und dann Ausstriche auf Wiirzeagar-Platten gemacht. 
Nach drei- bis viertiigiger Bebriitung bei 25°C wurden Stammkulturen angelegt. 
Diese wurden mehrmals aus Suspensionen auf Platten ausgestrichen, um Reinkul- 


turen zu gewinnen. 
Die Stammkulturen wurden auf Wiirze-Agar kultiviert und alle 4 Wochen 


iiberimpft. 


B. Verbreitung holzfressender Insektenarten im chilenischen Raum 


Uber die zonale Gliederung Chiles und deren Pflanzenformationen 


sind wir gut unterrichtet (SCHMITHUSEN 1956; OBERDORFER 1960). Es 


1 Herrn Professor Dr. GuiLLERMO KuscHeEL sei fiir seine Bemitihungen in dieser 
Angelegenheit bestens gedankt. 
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lassen sich drei groBe Vegetationskreise herausstellen: I. Der nord- 
chilenische Vegetationskreis mit xerophytischen Zwergstrauch- 
formationen im Norden, die nach Siiden in eine xerophytische Strauch- 
formation iibergehen. IT. Der mittelchilenische Vegetationskreis 
mit Hartlaubhélzern. III. Der siidchilenische Vegetationskreis, 
das Lorbeer- und Sommerwaldgebiet. 

Der nordchilenische Vegetationskreis gehért zum neotropischen 
Florenbereich, der siidchilenische zum antarktischen. Im mittelchileni- 
schen sind Elemente beider Florenreiche vertreten. 

Der weitaus gréBte Teil des untersuchten Materials stammt aus dem 
siidlichen Vegetationskreis (Provinzen Llanquihue, Valdivia, Bio-Bio), 
verhaltnismaBig wenig aus dem mittelchilenischen (Kiistenkordillere 
zwischen Santiago und Valparaiso) und dem nordchilenischen Vege- 
tationskreis (La Serena, Diaguitas). 


I, Der siidchilenische Vegetationskreis 


A. Kiistenkordillere zwischen Valdivia und La Union. Durch Brandrodung ent- 
standener Sekundarwald. 


Abb.1. Symbionten von Rhyephenes maillei Gai et Solier ( Cure.). Gram-Firbung. Vergr. 1200fach 


1. Nothofagus dombeyi (Mirb.) Oerst. ,,coigue‘ (Fagaceae) 

a) Grammicosum flavocasciatum Blanchard (Ceramb., Cerambycinae).Weder 
Mycetome noch Intersegmentalschlituche. Im Darmlumen der Larven 
zahlreiche Hefezellen. 

b) Callideriphus lactus Blanchard (Ceramb., Cerambycinae). Keine Inter- 
segmentalschliiuche. Larven nicht untersucht. 

¢) Microplophorus magellanicus Blanchard (Ceramb., Prioninae). Weder 
Mycetome noch Intersegmentalschliuche. Im Darm der Larven ver- 
einzelt Hefezellen. 

2. Phrygilanthus heterophyllus (R. et Pav.) Eichl. ,,laurel (Loranthaceae). 

a) Rhyephenes maillei Gai et Solier (Curc.). Larven und Imagines. Larven 
mit Mycetomkranz am Anfang des Mitteldarmes, der fadenférmige 
Mikroorganismen enthalt (Abb.1), wie von BucHNER (1953) bei euro- 
paischen Curculioniden beschrieben. 
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3. Weinmannia trichosperma Cav. ,,tineo“, (Cunoniaceae). 
a) Empleurodes dentipes Boheman (Curc.). Larven und Imagines. Larven 
mit zwei Mycetomkranzen am Anfang des Mitteldarmes und an der 


a b 


Abb.2. Mycetome der Larve von Empleurodes dentipes Boheman (Curc.). a Mycetomkranz am Anfang 
des Mitteldarmes; b Mycetomkranz an der Basis der Vasa Malpighi. a Vergr. 32fach; b Vergr. 32fach 


Basis der Vasa Malpighi (Abb. 2a und b). In den Mycetomen am Anfang 
des Mitteldarmes intracellular fadenformige Mikroorganismen, wie 
Abb.1, in den Mycetomen an der Basis der Vasa Malpighi dicke 
Staibchen (Abb. 3). 

b) Larven einer nicht identifizierten 
Cerambycide. Ohne Mycetome. 


4, Nothofagus obliqua (Mirb.) Oerst. 
roble“, (Fagaceae). 

a) Calydon submetallicum Blanchard 
(Ceramb., Cerambycinae). Weder 
Mycetome noch Intersegmental- 
schliuche. Im Larvendarm viele 
Bakterien und einzelne Hefe- 
zellen. 


5. Pinus radiata D. Don. ,,pino~ 
(Pinaceae). 
a) Empleurodes dentipes Boheman 
(Curc.). (Siehe 3a.) 


B. Vorkordillere in der Nahe des Vulkans 
Choshuenco. Laubwald. 
6. Nothofagus dombeyt (Mirb.) Oerst. Abb.3. Empleurodes dentipes Boheman 
(Fagaceae). (Curc.), Symbionten aus Mycetomen an 
a) Microplophorus magellanicus der Basis der Vasa Malpighi. Gram- 
Blanchard (Ceramb., Prioninae). sorbunge yerulet sigraen 
(Siehe 1c.) 
©. Lingstal in der Provinz Llanquihue (Fundo Pernal). Parklandschaft mit 
kleinen Waldresten. 
7. Nothofagus dombeyi (Mirb.) Oerst. (Pagaceae). 
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a) Grammicosum flavofasciatum Blanchard (Ceramb., Cerambycinae). 
(Siehe 1a.) 
8. Bucryphia cordifolia Cay. ,,ulmo~ (Eucryphiaceae). 
a) Rhyephenes maillei Gai et Solier (Curc.) (Siehe 2a). 
b) Larven einer nicht identifizierten Cerambycide. Ohne Mycetome. Im 
Darm einige Hefezellen vorhanden. 
9. Aextoxicon punctatum R. et Pav. ,,tique™ (Aextoxicaceae). 
a) Larven einer nicht identifizierten Cerambycide. Ohne Mycetome. 
10. Gevuina avellana Mol. ,,avellano* ( Proteaceae). 
a) Larven einer nicht identifizierten Cerambycide. Ohne Mycetome. 
11. Persea lingue Nees. ,,linge‘* (Lauraceae). 
a) Larven einer nicht identifizierten Cerambycide. Ohne Mycetome. 


a b 


Abb.4. Anobiidenlarve aus Lithraea caustica H. et Arn. a Darm mit Mycetomen; 
b Symbionten (Gram-Firbung). a Vergr. 32fach; b Vergr. 1600fach 


12. Nothofagus obliqua (Mirb.) Oerst. (Fagaceae). 
a) Calydon submetallicum Blanchard (Ceramb., Cerambycinae). (Siehe 4a.) 
D. Insel Chiloe. Urwald, 40 km siidlich von Castro. 
13. Drimys wintert Forst. ,,canelo“ (Winteraceae). 

a) Grammicosum flavofasciatum Blanchard. (Ceramb., Cerambycinae). 
Imagines wurden gesammelt und zusammen mit Drimys-Blittern ins 
Laboratorium gebracht. Nach 1!/, Tagen auf diesen zahlreiche Eier der 
Art. Uber den bakteriologischen Befund siehe S. 64. 

K}. Provinz Bio-Bio. Laubwald der Vorkordillere. 
14. Nothofagus obliqua (Mirb.) Oerst. (Fagaceae). 
a) Calydon submetallicum Blanchard (Ceramb., Cerambycinae). (Siehe 4a.) 
15. Morscher Baum, nicht mehr identifizierbar. 

a) Amallopodes escabrosus Lequien. (Ceramb., Prioninae). Weder Mycetome 

noch Intersegmentalschliiuche. Im Larvendarm einzelne Hefezellen. 
Ff. Provinz Bio-Bio. Araucaria-Wald der Vorkordillere. 
16. Araucaria araucana (Mol.) C. Koch. ,,pino araucaria‘ (Araucariaceae). 

a) Microplophorus calverti Blanchard (Ceramb., Prioninae). Nur Larven. 
Keine Mycetome. Im Darm vereinzelt Hefezellen. 


IT. Der mittelchilenische Vegetationskreis 
G. Kustenkordillere zwischen Santiago und Valparaiso. Trockene Weiden mit 
vereinzelten Biumen. 
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17. Acacia caven Mol. ,,espino“ (Mimosaceae). Nicht identifizierte Ceram- 
bycidenlarven. Keine Mycetome, im Darm vereinzelt Hefezellen. 
18. Lithraea caustica H. et Arn. ,,litre“ (Anacardiaceae). 
a) Anobiidenlarven mit gut entwickelten Mycetomen (siehe Abb.4a). 
Symbionten sehr groB (8—4) - (8—12) w sichelférmig, mit Sprossungen 
(Abb. 4b). 


III. Der nordchilenische Vegetationskreis 


H. Berghang bei Diaguitas. Xerophytische Straucher. 
19. Pleocarphus revolutus D. Don. ,,cola de raton‘* (Compositae). 
a) Anobiidenlarven mit typischen Mycetomen. Tranenformige Symbion- 
ten mit Sprossungen. 
20. Colliguaya sp. (Euphorbiaceae). Brennholz. 
a) Anobiidenlarven (siehe 19a). 
Cerambyciden wurden hier nicht gefunden. Nach einer Mitteilung von 
R. WaGEenkKNEcHT, La Serena, sind Bockkifer in dieser Gegend sehr 
selten1. Uber ihre Wirtspflanzen ist nichts bekannt. 


Aus diesen Beobachtungen geht hervor, da die Cerambyciden 
hauptsachlich im siidchilenischen Vegetationskreis verbreitet sind und 
nach Norden hin stark abnehmen. Dasselbe scheint fiir die Curculioniden 
zuzutreffen. Im Gegensatz zu diesen beiden Gruppen beschrankt sich 
das Vorkommen von Anobiiden auf das Gebiet des nord- und mittel- 
chilenischen Vegetationskreises. Die symbiontischen Einrichtungen 
stimmen bei Curculioniden und Anobiiden mit den aus Europa bekannten 
Formen weitgehend iiberein. Bei den Cerambyciden wurden keine Myce- 
tome gefunden. 


C. Die Isolierung symbiontischer Mikroorganismen 

Die Hauptaufgabe der vorliegenden Untersuchungen war die Isolie- 
rung symbiontischer Mikroorganismen. Da nur bei verhaltnismaBig 
wenigen Arten Symbiosen im Sinne BucHNERs nachgewiesen werden 
konnten, andererseits aber bei vielen Cerambyciden der Larvendarm 
eine auffallend entwickelte Hefeflora zeigte, wurde auch diese mit in 
die Untersuchungen einbezogen. AuBerdem wurde eine Reihe von Hefe- 
stammen von Rinde, morschem Holz und Blattern isoliert. 

Aus dem gesammelten Material konnten 264 Hefestimme gewonnen 
werden. Nur ein kleiner Teil davon wurde weiter bearbeitet (siehe 
Tab.1). Da Isolierungsversuche bei den Bakteriensymbionten der 
Curculioniden ohne Erfolg blieben, wurde die Bakterienflora nicht 
weiter untersucht. 

Curculionidae. Die Isolierung der Symbionten von Empleurodes den- 
tipes und Rhyephenes mailler wurde auf Wiirze-Agar, Glucose-Pepton- 
Agar und Blut-Agar vorgenommen. In keinem Falle konnte ein Wachs- 


1 Herrn Dipl.-Ing. R. WAGENKNECHT, La Serena, sei fiir die Fiihrung durch 
dieses Gebiet, sowie fiir seine wertvollen Hinweise bestens gedankt. 
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tum erzielt werden. Aus dem Mitteldarm von Rhyephenes maillei wurden 
drei Hefestimme (3, 4, 5) isoliert und in Kultur genommen. 


Tabelle 1. Ubersicht iiber die isolierten Hefestémme 


Pflanzenart 


Kaferart 


Nr. der isolierten 
Stamme 


Datum und Fundort 


a 


Pinus radiata 
Nothofagus dombeyt 
Nothofagus dombeyt 
Nothofagus dombey 
Nothofagus dombeyi 
Nothofagus dombeyt 
Nothofagus dombeyt 
Nothofagus dombeyt 
Nothofagus dombeyi 
Nothofagus obliqua 
Morscher Baum 
Inthraea caustica 


Nothofagus dombeyi 


Nothofagus obliqua 
Aextoxicon 
punctatum 


Persea lingue 


Drimys winteri 


Nothofagus dombeyi 


Phrygilanthus 
heterophyllus 


Rhyephenes maillet 


Cerambyciden-Larve 
nicht identifiziert 
Cerambyciden-Larve 
nicht identifiziert 
Cerambyciden-Larve 
nicht identifiziert 
Microplophorus 
magellanicus 
Grammicosum 
flavofasciatum 
Grammicosum 
flavofasciatum 
Cerambyciden-Larve 
nicht identifiziert 
Cerambyciden-Larve 
nicht identifiziert 
Calydon sub- 
metallicum 
Amallopodes 
escabrosus 
Anobiiden-Larve 
nicht identifiziert 
Grammicosum 
flavofasciatum 


Calydon sub- 
metallicum 
Cerambyciden-Larve 
nicht identifiziert 
Cerambyciden-Larve 
nicht identifiziert 
Grammicosum 
flavofasciatum Kier 


Von Blaittern 


Von Blattern 


3, 4,5 

25, 26, 27 

31, 32, 35, 36 

40, 41, 42 

59, 60, 61, 62, 64, 
66 

68, 69, 70, 71 

68, 69, 70, 71, 

73, 76, 77, 79, 

93, 94 

104, 105, 106 

134, 135, 

119 

182 

183, 184, 185, 187, 
189, 190, 191, 192, 
193, 194, 195, 196, 
197, 198 

203 

206 


260 


216, 218 


221 


16. 8. 1959 
Kiistenkordillere 
2.9. 1959 
Kiistenkordillere 
21. 9. 1959 
Kiistenkordillere 
26. 9. 1959 
Kiistenkordillere 
29. 9. 1959 
Choshuenco 
3. 10. 1959 
Kiistenkordillere 
2. 10. 1959 
Kiistenkordillere 
4. 10. 1959 
Kiistenkordillere 
7.11. 1959 
Kiistenkordillere 
14. 12. 1959 
Prov. Bio-Bio 
14. 12. 1959 
Prov. Bio-Bio 
14. 12. 1959 
Bei Santiago 
6.—7. 1. 1960 
Llanquihue 


6.—7. 1. 1960 
Llanquihue 

6.—7. 1. 1960 
Llanquihue 

6.—7. 1. 1960 
Llanquihue 

3. 2. 1960 
Insel Chiloe 


16. 1. 1960 
Kiistenkordillere 

19. 1. 1960 
Kiistenkordillere 


Cerambycidae. Kine groBe Anzahl von Hefestiémmen konnte isoliert 
werden. Die Besiedelung des Larvendarmes ist von Art zu Art sehr ver- 
schieden. Wahrend in einigen Fallen iiberwiegend oder ausschlieBlich 
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Hefen vorhanden waren, dominieren bei anderen Arten Bakterien. Als 
extreme Typen seien Calydon submetallicum und Grammicosum flavo- 
fasciatum genannt. 

Der Larvendarm dieser Arten wurde unter aseptischen Bedingungen, 
herausprapariert und in drei Teile zerlegt. Diese wurden in 0,5 ml 
steriler physiologischer NaCl-Lésung zerrieben und Wiirze-Agarplatten 
mit je einem Tropfen dieser Suspension beimpft. Nach dreitagiger Be- 
briitung bei 25°C ergab sich folgendes Bild (Tab.2 und 3): 


Tabelle 2. Grammicosum flavofasciatum, Darmflora 
Kolonienzahl je Platte (Erklarung s. Text) 


Mitteldarm Enddarm 

aerige Vorderer Abschnitt Hinterer Abschnitt 
Bakterien Hefen 

Bakterien Hefen Bakterien Hefen 
1 a 140 _ 80 -- 40 
2 — 123 — 130 _— 50 
3 _— 140 — 140 os viel 
4 — 103 — 28 — 69 
2 <4 viel 7. 34 — viel 
6 = 130 a 105 = 116 


Tabelle 3. Calydon submetallicum, Darmflora 
Kolonienzahl je Platte (Erklirung s. Text) 


Mitteldarm Enddarm 
Vorderer Abschnitt Hinterer Abschnitt 
Bakterien Hefen 
Bakterien Hefen Bakterien | Hefen 
1 70 — 103 — 130 5 
2 132 — 50 — 110 3 
3 a7 — 80 _— 135 
4 10 — 2 _ 30 — 
5: 150 _ 82 — 123 — 


Diese Unterschiede in der Besiedelung hangen vielleicht mit der 
Lebensweise der Larven zusammen. Die Arten mit iiberwiegender Hefe- 
flora leben in Kern- und Splintholz, die mit Bakterien in der Rinden- und 
Cambialzone. 

Anobiiden. Von den aufgefundenen Anobiidenlarven verliefen Isolie- 
rungsversuche nur bei den aus Lithraea caustica stammenden Tieren 
erfolgreich. Aus Mycetomstiicken, die in Glucose-Bouillon zwei Wochen 
lang bebriitet und dann auf Wiirze-Agar iibertragen wurden, konnte 
eine Hefe isoliert werden, die anfangs den Formen im Mycetom vollig 


glich (Stamm 182). 
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D. Die systematische Stellung der isolierten Stimme 
Um einen Uberblick iiber die systematische Stellung der isolierten 
Stiimme zu bekommen, wurden neun Hefen ausgewahlt, die jeweils einen 
bestimmten Typus zu reprasentieren schienen. Sie wurden zur Bestim- 
mung an das Centraalbureau voor Schimmelcultures, Gistafdeling, 
Delft, eingesandt. Die Untersuchungen ergaben folgendes?: 


Stamm 3, aus einer Larve von Rhyephenes maillei (Curc.): 

Zellen in Wiirze: Kurz oval bis oval (2,5—3,7) - (3—5) mw. 

Wachstum in Wiirze: Nach 3 Tagen Bodensatz; nach 1 Woche Bodensatz, Ring 
und unvollstiindige, matte Haut; nach 1 Monat Bodensatz, Ring und diinne, matte 
Haut. 

Pseudomycelbildung: — 

Sporen: — 

Garung: — 

Nitratassimilation: ++ 

Arbutinspaltung: + 

Wachstum ohne Vitamine: — 

Wachstum bei 37°C: — 

C-Assimilation : 


Glucose — p-Arabinose — 
Galaktose _ D-Ribose — 
Saccharose - L-Rhamnose + 
Maltose + Aethanol a 
Lactose _ Erythrit _ 
L-Sorbose — Adonit — 
Cellobiose + Dulcit -- 
Trehalose a p-Mannit + 
Melibiose = a-Methyl-Glucosid + schwach 
Raffinose = Salicin + 
Melezitose + Milchsiure o 
Starke — Bernsteinsiure + 
p-Xylose + Citronensiure — 
L-Arabinose — D-Sorbit a 


Auf Grund dieser Ergebnisse mu8 der Stamm in die Gattung Toru- 
lopsis Berlese eingereiht werden. Er stimmt aber mit keiner bekannten 
Art derselben iiberein. Andererseits weist er eine gewisse Ahnlichkeit 
mit Hansenula auf, insbesondere mit H. wingeit Wickerham (aus FraB- 
mehl und einer Larve von Ips sp. in Picea engelmannii isoliert). Er 
unterscheidet sich jedoch von beiden Arten durch Fehlen von Pseudo- 
mycel und Sporen. Auf Grund dieses Vergleichs kénnte Stamm 3 H. 


wingeti nahestehen oder ein nicht sporulierender H. canadensis-Stamm 
sein. 


Stamm 4, aus einer Larve von Rhyephenes maillei (Cure.), und 


Stamm 2, aus nicht identifizierter Cerambycidenlarve: 
Beide Stimme sind identisch. 
Zellen in Wiirze: oval (2,5—4) - (3,2—5,5) Me 


‘Frau N. J. W. Krecer-van Riv sei fiir ihre Bemihungen bestens gedankt. 
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Wachstum in Wiirze: Nach 3 Wochen Bodensatz. Nach 1 Woche und nach 
1 Monat Bodensatz und Ring, der leicht fallt. 

Pseudomycel: + 

Sporenbildung: — 

Garung: — 

Nitratassimilation: — 

Arbutinspaltung: + 

Wachstum ohne Vitamine: — 

Wachstum bei 37°C: — 

C-Assimilation: 


Glucose + p-Arabinose — 
Galaktose D-Ribose — 
Saccharose = L-Rhamnose + 
Maltose + Aethanol + 
Lactose — Erythrit = 
L-Sorbose — Adonit — 
Cellobiose ae Dulcit — 
Trehalose -- D-Mannit ab 
Melibiose — D-Sorbit 4- 
Raffinose — a-Methyl-Glucosid ++ 
Melezitose —- Salicin 

Starke Milchsaure + 
p-Xylose + Bernsteinsaure + 
t-Arabinose — Citronenséiure +- 


Beide Staémme gehéren der Gattung Candida an. Sehr wahrscheinlich 
handelt es sich um die haploide Form des heterothallischen Saccharo- 
myces (Petasospora) rhodanensis Ramirez et Boidin, isoliert aus Gerb- 
stoff, da beide Stamme mit Ausnahme der Sporenbildung mit den vier 
Stémmen dieser Art aus der Sammlung des CBS itibereinstimmen. 


Stamm 26, aus nicht identifizierter Cerambycidenlarve: 

Zellen in Wiirze: oval (2—8) - (3,5—7,5) yu. 

Wachstum in Wiirze: Nach 1 Woche Bodensatz, Ring und diinne, matte Haut. 

Pseudomycel: Auf Kartoffelagar —, in iilteren Wiirzeagarkulturen am Rande 
viel Pseudomycel. 

Sporenbildung: — 

Garung: — 

Nitratassimilation: ++ 

Arbutinspaltung: -++ 

Wachstum ohne Vitamine: ++ 

Wachstum bei 37°C: — 

C- Assimilation : 


Glucose + p-Arabinose + 
Galaktose -- D-Ribose + 
Saccharose a t-Rhamnose + 
Maltose — Aethanol + 
Lactose — Erythrit ae 
L-Sorbose + Adonit + 
Cellobiose + Dulcit + 
Trehalose + p-Mannit ob 
Melibiose 4. D-Sorbit 4 
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Raffinose + x-Methyl-Glucosid ++ 
Melezitose + Salicin ob 
Starke —_ Milchsaure _— 
p-Xylose -S Bernsteinsaiure — 
t-Arabinose oe Citronensaure -- 


Dieser Stamm gehdrt der Gattung Candida an, stimmt jedoch mit 
keiner bekannten Art tiberein. 


Stamm 59, aus einer Larve von Microplophorus magellanicus (Ceramb.) 
Zellen in Wiirze: oval (2,8—4,5) -(4—6) und lang-oval bis zylindrisch 
(2,2—3,5) - (715) p. 
Wachstum in Wiirze: Bodensatz und Ringbildung. 
Pseudomycel: + 


Sporenbildung: — 

Garung: Glucose + langsam Maltose _ 
Galaktose -+ langsam Lactose — 
Saccharose — Raffinose — 

Nitratassimilation: — 


Arbutinspaltung: ++ 
Wachstum ohne Vitamine: — 
Wachstum bei 37°C: — 
C-Assimilation : 


Glucose + p-Arabinose oo 
Galaktose -|- p-Ribose 7 
Saccharose + L-Rhamnose - 
Maltose = Aethanol + 
Lactose + Erythrit — 
L-Sorbose + Adonit + 
Cellobiose + Dulcit -- 
Trehalose + Mannit -- 
Melibiose — D-Sorbit op 
Raffinose _ «-Methyl-Glucosid + 
Melezitose — Salicin a 
Stirke _— Milchsaure _ 
D-Xylose +f Bernsteinsiiure “ite 
L-Arabinose — Citronensiure -+ 


Dieser Stamm gehért zur Gruppe der Art Candida tenuis. Er zeigt 
groBe Ubereinstimmung mit den Symbionten aus Leptura rubra, Ceramb. 
(siehe JuRzirza 1959). 


Stamm 64, Herkunft wie Stamm 59: 


Zellen in Wiirze: rund bis kurz oval (3,5—4,5) - (3,5—6) ju. 
Wachstum in Wiirze: Bodensatz und Ringbildung. 


Wachstum auf Wiirze-Agar: Schleimig, Zellen mit Kapseln. 
Pseudomycel: — 


Sporenbildung: — 

Girung: — 
Nitratassimilation: + 
Arbutinspaltung: ++ 
Wachstum ohne Vitamine: -+ 
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Wachstum bei 37°C: +- 
Fettspaltung: + 
C-Assimilation : 


Glucose + p-Arabinose + schwach 
Galaktose -- D-Ribose -- 
Saccharose = L-Rhamnose — 

Maltose + Aethanol -+- schwach 
Lactose + schwach Erythrit — 
L-Sorbose + Adonit + 
Cellobiose + Dulcit 

Trehalose + p-Mannit + 
Melibiose — D-Sorbit a 
Raffinose = a-Methyl-Glucosid — 
Melezitose — Salicin — 

Starke — Milchsiure + schwach 
pD-Xylose + Bernsteinsaiure + 
L-Arabinose — Citronensaure + 


Der Stamm stimmt mit Rhodotorula glutinis (Fres.) Harrison iiberein. 


Stamm 183, aus einer Larve von Grammicosum flavofasciatum (Ceramb.) 


Zellen in Wiirze: rund bis kurz oval (3—4,8) - (3,5—5) uw. 
Wachstum in Wiirze: Bodensatz und Ring. 
Pseudomycel: ++ 


Sporenbildung: — 

Gaérung: Glucose “- Maltose + 
Galaktose hk Lactose — 
Saccharose — Raffinose — 

Nitratassimilation; — 


Arbutinspaltung: —++ 
Wachstum ohne Vitamine: — 


Wachstum bei 37°C: — 

C-Assimilation: 
Glucose +- p-Arabinose + 
Galaktose _ D-Ribose + 
Saccharose + L-Rhamnose — 
Maltose + Aethanol + 
Lactose —_ Erythrit — 
L-Sorbose + Adonit aa 
Cellobiose — Dulcit “hb 
Trehalose + p-Mannit aa 
Melibiose — D-Sorbit + 
Raffinose — o-Methyl-Glucosid -+- 
Melezitose -{- Salicin + 
Starke -- Milchsaure + 
D-Xylose + Bernsteinsaure + 
L-Arabinose - Citronensaure + 


Der Stamm unterscheidet sich von Candida parapsilosis var. inter- 
media lediglich durch seine Fahigkeit zur Assimilation von L-Arabinose 


und Dulcit. 
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Stamm 182, aus einer nicht identifizierten Anobiidenlarve, wahrschein- 
lich mit dem Symbionten identisch : 
Zellen in Wiirze: Zylindrisch, auch Hyphen vorhanden. 
Wachstum in Wiirze: Ring und Hautinseln. 
Wachstum auf Wiirze-Agar: langsam, zuerst schleimig, spiter trocken und zah. | 
Wachstum auf Objekttriger: Zylindrische Zellen, in Biumchenform angeordnet, 
auch Hyphen. 
Bildung von Arthrosporen und Blastosporen. 
Garung: — 
Nitratassimilation: fraglich. 
Arbutinspaltung: schwach +- 
C-Assimilation: Glucose a Maltose + 
Galaktose — Lactose — 
Saccharose + 


Der Stamm gehért der Gattung T'richosporon an, ist aber mit keiner 
bekannten Art identisch. 


Stamm 260, von einem Ei von Grammicosum flavofasciatum (Ceramb.) : 
Dieser Stamm gehért zu Aureobasidium (Pullularia) pullulans 
(De Bary et Low) Arn. 


Auf Grund der Identifizierung der neun Stéimme lassen sich folgende 
Feststellungen treffen : 

1. Stamm 260 ist als eine durch die Eiablage auf Blatter bedingte 
Verunreinigung zu betrachten. 

2. Der Symbiont einer in Lithraea caustica aufgefundenen Anobiiden- 
larve gehért einer Hefegattung an, deren Angehdérige bisher nicht als 
Symbionten bekannt waren. Der Befund bedarf jedoch einer Uber- 
prifung. 

3. Von besonderem Interesse ist die Feststellung, daB die aus Europa 
als Cerambycidensymbionten bekannten Hefearten Candida tenuis und 
Candida parapsilosis var. intermedia (JURZITZA, KUHLWEIN u. KREGER- 
vAN Riv 1960) in Chile besonders haufig in der Darmflora von Ceram- 
bycidenarten auftreten, die keine Symbioseeinrichtung besitzen. 

Um iiber die Verbreitung der symbiontischen Candida-Arten in 
Chile Naheres zu erfahren, wurden aus den isolierten Hefen 197 Pseudo- 
mycel bildende Stéimme ausgewiihlt und serologisch auf ihre Zugehorig- 
keit zu dem Artenkreis von Candida tenuis und Candida parapsilosis var. 
intermedia untersucht. 

Nach SEELIGER (1958) zeichnet sich die Gattung Candida durch ihre 
serologische Heterogenitét aus. Der Autor weist darauf hin, daB sich 
zwei groBe Gruppen unterscheiden lassen: Solche Arten, die miteinander 
mehr oder weniger eng verwandt sind, und andere, die sich durch eine 
ausgesprochene serologische Eigenstellung auszeichnen. Somit war ein 


rasches Auffinden der gesuchten Arten durch serologische Testung zu 
erwarten. 
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Fiir die serologischen Untersuchungen wurde zunichst ein agglutinierendes 
Serum mit Stamm 59 (Candida tenuis) hergestellt. Von einer 24 Std alten Kultur 
wurde eine Suspension in physiologischer NaCl hergestellt, die etwa 10 Millionen 
Zellen je ml enthielt. Ein 3,7 kg schweres Kaninchen wurde mit 0,5—0,5—1,0—1,5 
und 2,0 ml dieser Suspension in Abstiinden von jeweils 7 Tagen in die Ohrvene 
geimpft. Zwei Wochen nach der letzten Impfung wurde 1 ml Blut aus der Ohrvene 
entnommen, zur Gerinnung gebracht und das Serum auf seinen Ageglutinationstiter 
gepriift. Dieser lag bei 4/49). Um ihn zu steigern, wurde der gleiche Versuch noch 
einmal wiederholt und ein Wert von 4/19) erreicht. Durch Cardialpunktion wurden 
10 ml Blut entnommen und davon 5 ml Serum gewonnen. Dieses wurde mit physio- 
logischer NaCl auf */,, der Ausgangskonzentration verdiinnt und fiir die Agglutina- 
tionsteste verwendet. 


Zur Orientierung iiber die Agglutinationsreaktion wurden zunachst 
aus dem Centraalbureau voor Schimmelcultures bezogene Stémme von 


Tabelle 4. Agglutination der Standardstimme mit Serum von Stamm 59 


Agglutinierendes Serum 


Kontrolle 
Standardstémme \ 0,02 0,01 0,85°/, NaCl 
ml 
Candida parapsilosis var. 
intermedia, CBS 2219 -- -L o + — 
Candida tenuis, CBS 615 + + + = _ 
Cand. guilliermondii, CBS 566 + + + _— 
Rs 4 a + ae ot = 
Stimme aus dem Bota- oe es i zt th ue a 
nischen Institut der = 
Olean Gv 1 ar aii =F ae 
T. H. Karlsruhe ar sae mie cae oP oe © 
JuRZITZA, KUHLWEIN ie ee 
Lm 1 + 3 he ae 
u. KREGER-VAN Rig re Bs se sane ss ay 
ee) Le 1 + + + + - 
Rm 4 a =f cis ze a 


Candida tenuis, Candida parapsilosis var. intermedia und Candida 
guilliermondit sowie eine Reihe von Cerambycidensymbionten aus den 
Sammlungen des Botanischen Institutes der T. H. Karlsruhe mit der 
Schnellagglutinationsmethode nach HUDDLESON getestet. Die Stamme 
wurden dazu 24 Std auf Wiirze-Agar kultiviert und mit physiologischer 
NaCl abgeschwemmt. Mit einer Capillarpipette wurde Serum in Mengen 
von 0,04—0,02—0,01—0,005 ml auf eine Glasplatte aufgetragen und 
mit je einem Tropfen der zu testenden Hefeaufsch wemmung gemischt. 
Nach 2 min wurden die in der Tab.4 angegebenen. Agglutinationsreak- 
tionen festgestellt. 

Alle gepriiften Stémme mit Ausnahme von Ls I (Symabiont von 
Leptura sanguinolenta, Ceramb.) zeigten. klare Agglutination. Daraus 
ergibt sich, daB das serologische Verhalten dieser Hefen gut mit dem 
morphologisch-biochemischen. iibereinstimmt. Es wurde bereits darauf 


9) 
Arch. Mikrobiol., Bd. 41 


66 


J. GRINBERGS: 


hingewiesen, daB die Lr-Hefe weitgehend mit Stamm 49 iibereinstimmt, 
was auch in der auffallend schnellen Agglutination zum Ausdruck 
kommt, wihrend die Ls-Hefe ein von den iibrigen Candida-Arten ab- 
weichendes Verhalten zeigt (Jurzirza, KUHLWEIN u. KREGER-vAN RiJ 


1960). 


Nach der gleichen Methodik wurden die 196 pseudomycelbildenden 
chilenischen Stiémme getestet. Die Ergebnisse sind Tab.5 zu entnehmen. 


Tabelle 5. Agglutination der chilenischen Stémme mit Serum von Stamm 59, 


Kontrollen nicht angegeben 


Agglutinierendes Serum 


engi Herkunft der Stamme 0,04 0,02 0,01 0,005 
ml ml ml ml 
3 Rhyephenes maillei (Curculionidae) — — = = 
4 Rhyephenes maillei (Curculionidae) — SS = mt 
5 Rhyephenes maillei (Curculionidae) = = av aN 
31 Rhyephenes maillei (Curculionidae) -- + + af 
32 undet. Cerambyciden-Larve - — — 
35 undet. Cerambyciden-Larve ~ _ — — 
36 undet. Cerambyciden-Larve — _ _ 
40 undet. Cerambyciden-Larve a a5 a = 
41 undet. Cerambyciden-Larve -- — _ _ 
42 undet. Cerambyciden-Larve _ — — _ 
59 undet. Cerambyciden-Larve sf -L + + 
60 Microplophorus magellanicus 
(Ceramb.) _ — -- — 
61 Microplophorus magellanicus 
(Ceramb.) -L = 16 at 
62 Microplophorus magellanicus 
(Ceramb.) — — — — 
64 Microplophorus magellanicus 
(Ceramb.) -- — — ~~ 
66 Microplophorus magellanicus . 
(Ceramb.) ae ae as 
6S Grammicosum flavofasciatum 
(Ceramb.) ‘ie Bk ib 
69 Grammicosum flavofasciatum . 
(Ceramb.) 2 = ~ es 
70 Grammicosum flavofasciatum 
(Ceramb.) Be = ae ee 
71 Grammicosum flavofasciatum 
(Ceramb.) ae aa aE ze 
73 Grammicosum flavofasciatum 
(Ceramb.) ae ah 1. ve 
76 Grammicosum flavofasciatum 
(Ceramb.) SS = = _ 
his Grammicosum flavofasciatum 
(Ceramb.) & PE uy ky 
79 Grammicosum flavofasciatum 
(Ceramb.) ae + oe ua 
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Tabelle 5 (Fortsetzung) 


Agglutinierendes Serum 


Stamm 
Nr. Herkunft der Staémme 0,04 0,02 0,04 0,005 
ml ml ml ml 
93 undet. Cerambyciden-Larve ae =I =F =| 
94 undet. Cerambyciden-Larve == = = = 
104 undet. Cerambyciden-Larve — = — = 
105 undet. Cerambyciden-Larve 45 oF Se = 
106 undet. Cerambyciden-Larve — — = = 
119 Amallopodes escabrosus + + aE AE 
(Cerambycidae) + ae ae ate 
134 Calydon submetallicum 
(Cerambycidae) + aL oe al 
135 Calydon submetallicum 
(Cerambycidae) ol aE at ae 
183 Grammicosum flavofasciatum 
(Cerambycidae) = + ae + 
184 Grammicosum flavofasciatum 
(Cerambycidae) a + + + 
185 Grammicosum flavofasciatum 
(Cerambycidae) — _ — 
187 Grammicosum flavofasciatum 
(Cerambycidae) + + + 
189 Grammicosum flavofasciatum 
(Cerambycidae) =e = + 
190 Grammicosum flavofasciatum 
(Cerambycidae) — — _ = 
191 Grammicosum flavofasciatum 
(Cerambycidae) + + + aa 
192 Grammicosum flavofasciatum 
(Cerambycidae) as = 5 45 
193 Grammicosum flavofasciatum 
(Cerambycidae) = AF an a 
194 Grammicosum flavofasciatum 
(Cerambycidae) a = = 
203 undet. Cerambyciden-Larve + ae 5 t= 
206 undet. Cerambyciden-Larve ols aie ae 
208 undet. Cerambyciden-Larve — = = = 
216 Nothofagus dombeyi Blatter ae = 4 a 
218 Nothofagus dombeyi Blatter a = a = 
221 Phrygilanthus heterophyllus Blatter + + -- 


Die Stamme sind zu Gruppen zusammengefaBt, die jeweils aus demselben: 
Individuum stammen. Der Ubersichtlichkeit halber wurden alle die- 
jenigen Gruppen weggelassen, bei denen kein Stamm ein positives 
Ergebnis zeigte. 

Die 27 Stiimme, die positive Reaktion zeigten, wurden nach LoppDER 
u. KREGER-VAN Rig (1952) biochemisch weiter untersuc ht. Dabei zeigten 
die Stémme: 4, 31, 40, 68, 71, 73, 79, 93, 105, 119, 135, 183; 184, 187; 
189, 193, 194, 203, 206 und 221 folgendes Verhalten : 


5* 
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Zellen in Wiirze: rund bis oval (8—5) - (4—5) uw. 
Wachstum in Wiirze: Bodensatz und Ringbildung. 
Pseudomycel: ++ 


Sporenbildung: — 

Garung: Glucose + Maltose + 
Galaktose -- Lactose — 
Saccharose — Raffinose — 

Nitratassimilation: — 

Arbutinspaltung: ++ 

C- Assimilation: Glucose + Maltose -+- 


Galaktose + Lactose — 
Saccharose ++ 
Diese Stiimme gehéren somit in die Gruppe der Candida parapsilosis | 
var. intermedia. 
Die Stimme 59, 61, 66, 134, 191, 192 und 216 zeigten folgendes Ver- 
halten: 
Zellen in Wiirze: oval bis zylindrisch (83—4,7) + (4—15) w. 
Wachstum in Wiirze: Bodensatz und Ring. 
Pseudomycel: + 


Sporenbildung: — 

Garung: Glucose + Maltose — 
Galaktose + Lactose 
Saccharose — Raffinose — 

Nitratassimilation: — 

Arbutinspaltung: +- 

C- Assimilation: Glucose + Maltose + 


Galaktose os Lactose + 
Saccharose + 


Diese Stémme gehéren somit der Candida tenuis-Gruppe an. 

Daraus geht hervor, daB der gréBte Teil der agglutinierenden Stamme 
zu Candida parapsilosis var. intermedia, der Rest zu Candida tenuis za 
stellen ist. Damit ist bewiesen, daB dieselben Arten, die in Europa als 
intracellulaére Symbionten der Cerambyciden auftreten, in Siidchile 
ziemlich weit verbreitet sind und dort haufig das Darmlumen holz- | 
fressender Kaferlarven besiedeln. Dabei ist zu beachten, daB nur ein 
kleiner Prozentsatz aller aufgetretenen Kolonien isoliert wurde, so daB 


das tatsichliche Auftreten dieser beiden Hefen sicher noch weit haufiger 
ist. 


E. Der Vitaminhaushalt der isolierten chilenischen Hefen 


Aus den bisherigen Untersuchungen ergibt sich, daB& diejenigen 
Hefearten, die in Europa als intracellulire Symbionten bei Cerambyciden 
auftreten, bei den nicht in Endosymbiose lebenden chilenischen Arten 
eine spezifische Darmflora bilden. Aus der weitgehenden Ubereinstim- 
mung zwischen intracellularen und frei lebenden Formen in serologischer 


und biochemischer Hinsicht ergab sich die Frage, ob sich diese auch auf 
den Vitaminhaushalt der Hefen erstreckt. 
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Dieser wurde zunachst bei je drei Staémmen von Candida tenuis und 
Candida parapsilosis var. intermedia untersucht. Zwei Stémme von 
jeder Art waren aus der Darmflora, ein Stamm von Blattern isoliert. 
Diese Staimme wurden mit zwei Cerambycidensymbionten europaischer 
Herkunft verglichen. Als solche wurden ausgewahlt: Rb: Candida tenuis, 
isoliert von GRAEBNER (1954) aus Rhagiwm bifasciatum. Lm 1: Candida 
parapsilosis var. intermedia, isoliert von JuRzITzZA, KUHLWEIN u. KRE- 
GER-vaAN Ris (1960) aus Leptura maculicornis. Ferner freilebende chile- 
nische Stimme: Candida tenuis: 59, 134, 216. Candida parapsilosis var. 
intermedia: 119, 183, 221. 

Die Untersuchung und Auswertung erfolgte nach der von WEIN- 
FURTNER, ESCHENBECHER u. Borces (1959) beschriebenen Methode, 
jedoch nur mit Ammonsulfat als N- Quelle. Auf eine Priifung des Adenin-, 
Guanin- und Uracilbedarfs wurde verzichtet. Die Versuche wurden so 
durchgefiihrt, da in den Nahrlosungen jeweils eines der zu testenden 
Vitamine fehlte. Folgende Versuchsreihen wurden angesetzt: 


Tn den Kurven bezeichnet als 


1. Komplettes synthetisches Medium mit allen 
unten angefiihrten Vitaminen KS 
2. KS ohne Thiamin — B, 
3. KS ohne Riboflavin — B, 
4. KS ohne Pyridoxin — B, 
5. KS ohne Biotin — Biotin 
6. KS ohne p-Aminobenzoesaure — PAB 
7. KS ohne Ca-Pantothenat — Pantoth. 
8. KS ohne Nicotinsaure — Nicot. 
9. KS ohne meso-Inosit — Inosit 
10. Synthetisches Medium ohne Vitaminzusiitze (in den Kurven nicht angefiihrt) 


Die Ergebnisse sind als Wachstumskurven dargestellt (Abb. 5). 


Aus diesen Kurven geht hervor, da: 1. beziiglich des Vitamin- 
bedarfes kein grundlegender Unterschied besteht zwischen den in Deutsch- 
land isolierten endosymbiontischen und den chilenischen freilebenden 
Candida-Arten; 2. alle untersuchten Stimme eine klare Biotinhetero- 
trophie zeigen; 3. die Mehrzahl der Stamme auch auf Thiamin anspricht. 
Beim Fehlen dieses Vitamines setzt die Vermehrung teils spater ein, 
teils verliuft sie langsamer. Es wird jedoch stets die Zellenzahl des 
kompletten synthetischen Mediums erreicht, was auf eine gehemmte 
Thiaminsynthese hinweist. 4. die gepriiften Stamme hinsichtlich der 
iibrigen Vitamine autotroph sind. 

Die Biotinheterotrophie der untersuchten Candida-Arten wirft die 
Frage nach der Versorgung des Wirtes mit diesem Vitamin auf. Es kann 
nicht angenommen. werden, dal eine Hefe, die sich in vitro als biotin- 
heterotroph erweist, dieses Vitamin im symbiontischen System an den. 
Wirt abgibt. Ahnliche Verhaltnisse liegen bei dem Brotkafer (Sitodrepa 
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panicea L.) vor, der nach 
Untersuchungen von PAnt 
u. FRAENKEL (1950, 1954) 
sowie LEMONDE u. BER- 
NARD (1953) trotz seiner 
Symbionten stark  ge- 
hemmt wird, wenn in der 
Nahrung Aneurin oder 
Biotin fehlt. KtHiweErn 
u. JuRzTzA (1961) konnten 
zeigen, daB der Symbiont 
dieses Kiafers ebenfalls bio- 
tin- und aneurinhetero- 
troph ist und die Wachs- 
tumshemmung des Kéafers 
beim Fehlen dieser Vit- 
amine auf die Unfiahigkeit 
des Symbionten zu ihrer 
Synthese zuriickzufiihren 
ist. 

Den Angaben von Bup- 
DENBROCK (1956) ist zu 
entnehmen, da Biotin bei 
den meisten Insekten 
wachstumsférdernd oder 
lebensnotwendig ist. Es 
besteht kein Grund zu der 
Annahme, daB holzzersté- 
rende Insekten hier eine 
Ausnahme machen. Die 
Frage nach der Biotinver- 
sorgung der Larven drangt 
sich noch starker auf, wenn 
man. bei Koon (1956) liest, 
daB mit dem Triboliumtest 
in Holz kein Biotin nach- 
zaweisen, ist. 

Nicht weniger interes- 
sant ist die Frage nach 
der Biotinquelle der He- 


Abb.5. Wachstum der untersuchten 
Hefestiimme bei Mangel 
verschiedener B-Vitamine 
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fen. Es schien daher notwendig, den Biotingehalt des Holzes noch 
einmal mit anderer Methodik zu testen. Um dabei wenigstens zu einer 
qualitativen Aussage zu kommen, wurden Holzextrakte auf ihren Gehalt 
an diesem Vitamin gepriift. 


2 g fein zerkleinertes Holz wurden in 20 ml dest. Wasser 5 min lang gekocht und 
das Filtrat weiter untersucht. Als Testorganismus diente Stamm 183. Der zur Pri- 
fung des Vitaminbedarfes verwendeten synthetischen Grundnihrlésung wurde auf 
13 ml 1 ml Holzextrakt und 1 ml einer Suspension mit 15000 Hefezellen/ml zu- 
gesetzt. Als Kontrolle diente die Grundnahrlésung mit abgestuften Biotinkonzen- 
trationen. Die Auswertung erfolgte nach 2 Wochen durch visuellen Vergleich der 


Tabelle 6. Wachstwm von Stamm 183 mit Holzextraktzusdizen 


Kontrolle Extrakte aus 


Biotin Teen aigoad frischem Holz trockenem Holz Holzart 
y/l Splint Kern Splint Kern 

Mc A | at 

oN or ++ 
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DO. sjolieta er | 0 E+ 

0,1 +4 
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on ee a tee eas 

0,1 cas 
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0,00 + 

ts ieee panne Fettge- 

0,1 Bia webe von 

0,01 == Rhagium- 

0,00 + Larven 


Triibung in Kontroll- und Versuchskolben. Es wurden folgende Holzarten verwen 
det: 

Kiefer, frisches und getrocknetes Holz, Splint- und Kernholz. 

Fichte, frisches und getrocknetes Holz, Splint- und Kernholz. 

Buche, frisches und getrocknetes Holz, Splint- und Kernholz. 

Birke, nur frisches Holz, Splint- und Kernholz. 

Weiterhin wurde in gleicher Weise ein Extrakt aus 0,1 g des Fettkérpers von 
Cerambycidenlarven (Rhagium sp., aus Kiefer, Karlsruhe, Hardtwald) getestet. Die 
Ergebnisse sind in Tab.6 zusammengestellt. 

Danach diirfte kein Zweifel bestehen, da8 vor allem frisches, aber 


auch trockenes Holz soviel Biotin enthalt, daB der Bedarf der Larven 
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an diesem Vitamin gedeckt werden kann. Da auch der Fettkérper der 
getesteten Larven einen hohen Biotingehalt aufwies, kann angenommen 
werden, daB sie nicht unter Biotinmangel leiden. 


Die Biotinheterotrophie der untersuchten Candida-Arten wirft 
weiterhin die Frage auf, ob und inwieweit dieses Vitamin die Synthese 
und Ausscheidung anderer Vitamine beeinfluBt. Rosz u. NICKERSON 
(1956) sowie Rosz (1960) stellten fest, daB bei biotinheterotrophen Hefen 
suboptimale Gaben dieses Vitamins eine verstairkte Ausscheidung der 
Nicotinséure zur Folge haben. Eigene Untersuchungen an Stamm 183, 
die der Feststellung der bendétigten 
Biotinmengen dienten, zeigten, daB bei 

a: suboptimaler Biotingabe auch die Aus- 
760-708 » scheidung von Riboflavin verstarkt auf- 
tritt. Diese Beobachtung lieB es wiin- 
schenswert erscheinen, den EHinfluB der 
Biotinmenge auf die Ausscheidung der 
anderen B-Vitamine zu untersuchen. 
80: 10° Diese Versuche wurden ebenfalls mit 
Stamm 183 durchgefiihrt. 
Zu der bereits erwahnten synthe- 
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40-108 
tischen Grundnéhrlésung kamen als 
St er ec einziger Vitaminzusatz steigende Biotin- 
7037) S\N Te Oe be so daB K trati 
0 boo ho Uf 0 momo geben, so da onzentrationen von 


Biotin ¥/V 0—0,001—0,01—0,1—1,0—10,0 y/1_ er- 

er aa cs Pipes reicht wurden. Das nach 1 Woche er- 

Biotimmenge,  ~—sZielte Wachstum ist der Abb.6 zu ent- 

nehmen. Die Unterschiede in der 

Riboflavinproduktion traten im ultravioletten Licht deutlich hervor. 

Die Nahrlésung mit 0,1 y/l zeigte die stiirkste Fluorescenz, wihrend 

bei gréBeren und kleineren Biotinmengen weniger Riboflavin ins 
Substrat ausgeschieden wird. 


Daraus ergab sich die Frage, ob auch andere B-Vitamine eine solche 
Abhangigkeit von der gebotenen Biotinmenge zeigen. Untersucht wurde 
die Ausscheidung von B,, Bg, Nicotinsaéure und Folsaure bei verschiedenen 
Biotinkonzentrationen. Der Gehalt zellfreier Nahrlésungen 7 Tage alter 
Kulturen wurde am Max Planck-Institut fiir medizinische Forschung 
in Heidelberg auf den Gehalt an diesen Substanzen mikrobiologisch 


getestet?. Die Methodik ist bei Jurzrrza (1959) ausfiithrlich be- 
schrieben, 


* An dieser Stelle sei Herrn Dr. E. F. Méxumr fiir die Einfiihrung in die Methoden 


der mikrobiologischen Vitaminbestimmungen sowie fiir die Uberlassung eines 


Arbeitsplatzes bestens gedankt, ebenso Frau H. MAHRLEIN fiir ihre Hilfe bei der 
Durchfiihrung der Teste. 
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Die Untersuchungen erfolgten in dem bereits genannten syntheti- 
schen Grundmedium. Getestet wurde die Vitaminabgabe von Stamm 183. 
Auf Grund der bisherigen Ergebnisse (siehe Abb.6) wurden Biotin- 
konzentrationen von 10,0—0,1—0,01 y/l geboten. Die Ergebnisse sind 
in Tab.7 zusammengestellt. 

Die erhaltenen Werte zeigen, dai bei suboptimalen Biotinkonzen- 
trationen auch die Ausscheidung der anderen Vitamine verstarkt auf- 
_tritt. Besonders deutlich ist dieser Befund, wenn man die gefundenen 


Tabelle 7. Vitaminausscheidung von Stamm 183 bei suboptimalen Biotinkonzentrationen 
nach 7 Tagen Inkubationsdauer 


Biotinkonzentrationen y/1 


In der bewachsenen Nahrlésung 


10,0 0,1 0,01 
Zellenzahl je ml 188 x 106 ilBsO) S< AMEE 23 x 108 
Riboflavin 5,8 (0,031) 14,6 (0,11) 3,3 (0,14) 
Bg, (bez. auf Adermin) 1,2(0,0064) 1,8 (0,14) 0,43 (0,019) 
Nicotinsiure 2,5 (0,013) 1,9(0,015) 4,1 (0,018) 
Folsiure 0,6 (0,032) 3,1 (0,024) 2,1 (0,91) 


Die Werte sind in y°/) angegeben. Die Angaben in Klammern sind bezogen 
auf 1x 10° Zellen. 


Werte auf 10® Zellen bezieht (siehe Zahlen in Klammern). Durch Ver- 
minderung der Biotingabe konnte die Ausscheidung der anderen Vitamine 
auf das Zehnfache gesteigert werden. 

Diese Erscheinung ist vielleicht so zu erkliren, daB das Biotin zwar 
nicht unmittelbar in die Synthese dieser Vitamine eingreift, wohl aber 
in Reaktionen, bei denen diese verbraucht werden. Méglicherweise 1aBt 
sich dieser Effekt auch etwa durch Einwirkung von Hemmstoffen oder 
durch ein Uberangebot intermediarer Stoffwechselprodukte erreichen. 
(Vgl. auch SPRECHER 1959.) Vielleicht spielen derartige Erscheinungen 
in der Natur beim Zustandekommen und der Entwicklung von Symbiosen 
eine wichtige Rolle. 


F. Diskussion der Ergebnisse 

Eine Reihe von holzfressenden Insektenarten Chiles (Anobridae, 
Cerambycidae, Curculionidae) wurde auf das Vorliegen einer Symbiose 
gepriift. 

Dabei konnte festgestellt werden, daB die Cerambyciden und Cur- 
culioniden besonders im siidchilenischen Bereich des Lorbeer- und 
Sommerwaldgebietes verbreitet sind, in den mehr oder minder xero- 
phytischen Vegetationsbereichen Nord- und Mittelchiles jedoch weit- 
gehend von Anobiiden abgelost werden. Dies mag damit im Zusammen- 
hang stehen, daB Anobiiden meist in trockenen Substraten ihre Ent- 
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wicklung vollenden, wahrend Cerambyciden und Curculioniden einen 
hdheren Feuchtigkeitsbedarf haben (Mixier 1934). Médglicherweise — 
spielen dabei auch erdgeschichtliche Ereignisse eine Rolle. 


Wie sich im Laufe der Untersuchungen ergab, stimmen die symbion- 
tischen Einrichtungen chilenischer Anobiiden und Curculioniden weit- 
gehend mit den aus Europa bekannten Formen iiberein. Bei den drei 
untersuchten Anobiidenarten fanden sich normal ausgebildete Mycetome 
am Anfang des Mitteldarmes. Bei den Larven aus Pleocarphus revolutus 
und Colliguaya sp. gleichen auch die Formen der Symbionten weitgehend 
denen europaischer Arten (GRAEBNER 1954). Eine Ausnahme bildeten 
lediglich die Larven aus Lithraea caustica mit auffallend groBen, sichel- 
formigen Symbionten, die sich als zu der Hefegattung T'richosporon 
gehorig erwiesen. Aus dieser Gattung sind bisher noch keine in Symbiose 
lebenden Arten bekannt geworden. 


Abweichende Bildungen zeigte auch die Larve von Empleurodes denti- 
pes (Curculionidae), die sich als disymbiontisch erwies. Sie hat zwei 
Mycetomkranze am Anfang des Mitteldarmes und an der Basis der 
Malpighischen GefaiBe. Die Symbionten der chilenischen Curculioniden, 
die die Mycetome am Anfang des Mitteldarmes bewohnen, stimmen mit 
den aus europdischen Arten beschriebenen Formen gut tiberein. Sie 
werden von BucHNER (1953) als Bakterien bezeichnet, scheinen jedoch 
wegen ihrer fadigen Form, dem gelegentlichen Auftreten von keulen- 
formigen Verdickungen und von Verzweigungen, sowie von perlschnur- 
artigen, mit Conidien vergleichbaren Gebilden eher Actinomyceten zu 
sein. Die endgiiltige Entscheidung hieriiber kann erst nach einer ein- 
gehenden kulturellen Priifung getroffen werden. Die Symbionten der 
Mycetome an der Basis der Malpighischen GefiBe von Hmpleurodes 
dentipes sind typische Bakterien. 


Bei keiner der zahlreichen untersuchten Bockkaferlarven konnten 
symbiontische Einrichtungen festgestellt werden. Allerdings besitzt nach 
ScHomANN (1937) nur ein kleiner Teil der Cerambyciden eine Hefe- 
symbiose. Von den drei Unterfamilien der Prioninae, Lamiinae und 
Cerambycinae finden sich nur bei der letzteren Symbiosen, die sich 
wiederum auf nur 8 der 44 untersuchten Tribus beschrianken. Drei der 
sechs sicher bestimmten chilenischen Arten gehoren den Prioninae, drei 
den Cerambycinae an, so da nur bei den letzteren die Méglichkeit 
bestiinde, auf Symbiosen zu stoBen, wenn ScHOMANNS Feststellungen 
auch fiir diesen Bereich Giiltigkeit haben. Das negative Ergebnis darf 
somit nicht als Argument fiir ein Fehlen derartiger Einrichtungen bei 
chilenischen Bockkifern gewertet werden. In Anbetracht der groBen 
Anzahl untersuchter Larven, die nicht identifiziert werden konnten, 
diirften aber Symbiosen auch bei chilenischen Arten selten sein. 
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Andererseits sind die Hefen, die in Europa in Symbiose mit Ceram- 
byciden leben, auch in Chile weit verbreitet. In den drei siidchilenischen 
Provinzen, wo das vorliegende Material gesammelt wurde, treten sie 
haufig auf, woraus auf eine kosmopolitische Verbreitung dieser Arten zu 
schlieBen ist. Sie konnten vor allem von Blattern und aus dem Darm- 
lumen holzfressender Insektenlarven isoliert werden. 

Die Tatsache, daB sich die untersuchten Cerambycideneier als steril 
oder nur mit zufallig anwesenden Keimen verunreinigt erwiesen (Awreo- 
basidium pullulans, ein auf Blattern haufig vertretener RuBtaupilz), laBt 
den Schlu& zu, daB die Insektendaérme nur als sekundire Standorte fiir 
die symbiontischen Candida-Arten anzusprechen sind. Dennoch konnten 
sie aus fast allen untersuchten Cerambyciden- und Curculionidenlarven 
isoliert werden, bei einigen der ersteren bilden sie, zusammen mit anderen 
Hefearten (Hansenula, Rhodotorula) eine auffallend stark entwickelte 
Darmflora (Grammicosum flavofasciatum ). 

Auf die méglichen Zusammenhiinge zwischen Ernéhrung und Darm- 
flora wurde bereits hingewiesen. Von groBem Interesse ware eine Unter- 
suchung der Zusammenhange zwischen den physiologischen Leistungen. 
der Hefen (Fahigkeit zur Assimilation von Kohlenhydraten und von 
Harnsiure) und ihrer Vermehrung im Darm, weiterhin die Abhangigkeit 
der Darmflora von den dort herrschenden Verhiiltnissen. Auch eine 
gegenseitige Beeinflussung der verschiedenen Mikroorganismen im Darm 
konnte dabei von Bedeutung sein (WrnpiscH 1959; Banté 1960). 

Die starke Ausbildung der Darmflora einiger Cerambycidenlarven 
warf die Frage auf, ob nicht auch diese als Vitaminlieferant fiir ihre 
Wirte in Frage kommt. Es sind viele Faille bekannt, bei denen nach- 
gewiesen, werden konnte, daB sie eine solche Funktion ausiibt. So stellte 
Drrrricu (1958) fest, daB der Nektarhefe Candida reukauffii, die von 
Bienen bei der Nahrungssuche laufend aufgenommen wird und die 
auch im Darme festzustellen ist, eine wichtige Rolle bei der Versorgung 
der Bienen mit Pantothensaéure zukommt. 

Aus diesen Parallelfallen darf auf eine hnliche Funktion der Darm- 
flora auch bei den Cerambyciden geschlossen werden. Vielleicht kann 
diese schon als eine lockere Endosymbiose im Sinne BUCHNERs (1953, 
1960) aufgefaBt werden. Die Gleichheit der in Mycetomen und Darm- 
lumen auftretenden Hefearten legt die Annahme nahe, da eine Besiede- 
lung der Mycetome von der Darmflora ausgegangen ist. 

Als Funktion der Cerambycidensymbionten wird eine Belieferung 
mit Vitaminen diskutiert (SCHOMANN 1937; GRAEBNER 1954; JURZITZA 
1959). Zwar konnte der Nachweis bisher nicht gefithrt werden, jedoch 
lat die groBe Ahnlichkeit der Cerambyciden- und Anobiidensymbiose 
(Pant u. FRAENKEL 1950, 1954) auch auf eine Ubereinstimmung der 
Leistungen der Symbionten schlieBen. Aus diesem Grunde wurde der 
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Vitaminbedarf der im Darmlumen lebenden Candida-Arten mit zwei 
Cerambycidensymbionten verglichen. Die Ergebnisse zeigen, daB beide 
Gruppen in dieser Beziehung vollig gleich sind. 

Der ausgeprigte Biotinbedarf der untersuchten Hefearten warf die 
Frage nach der Bedeutung dieser Heterotrophie im symbiontischen 
Verband auf. Durch Unterdosierung dieses Vitamins konnte eine fast 
auf das Zehnfache verstarkte Vitaminbildung ausgelést werden. Es wurde 
bereits darauf hingewiesen, daB es sich dabei nicht um eine spezifische 
Biotinwirkung handeln diirfte, sondern daB dieser durch Anhaéufung und 
verstarkte Ausscheidung von Intermediarprodukten gekennzeichnete 
Zustand des Zellstoffwechsels auch durch andere Eingriffe herbeigefiihrt 
werden kann (SPRECHER 1959). Eine ahnliche Beeinflussung durch ein 
sekundares Biotop, wie es das Darmlumen und in verstarktem MaB8e das 
Protoplasma der Mycetocyten darstellt, ware durchaus denkbar. 


Zusammenfassung 

1. Die symbiontischen Einrichtungen chilenischer Anobiiden und Cur- 
culioniden stimmen mit denen europiaischer Arten weitgehend tiberein, 
ebenso die Symbionten. 

2. Bei Cerambyciden konnten keine symbiontischen Einrichtungen 
festgestellt werden. 

3. Aus dem Darmlumen holzfressender Insektenlarven Chiles konnten 
dieselben Hefearten isoliert werden, die in Europa als intracellulare 
Symbionten von Cerambyciden bekannt sind. 

4, Beide Hefegruppen stimmen in ihrem serologischen und biochemi- 
schen Verhalten weitgehend iiberein. 

5. Alle untersuchten Hefen erwiesen sich als biotinheterotroph. Bei 
einigen Arten wirkte auch Aneurin wachstumsfordernd. 

6. Kine Reihe von Vitaminen der B-Gruppe wird ins Substrat aus- 
geschieden. Durch Unterdosierung von Biotin kann diese Ausscheidung 
wesentlich erhéht werden. 

7. Die Befunde wurden hinsichtlich ihrer Bedeutung fiir die Insekten- 
symbiose im allgemeinen diskutiert. 


Meinem hochverehrten Lehrer, Herrn Professor Dr. Hans Kitnnwetn, danke 
ich fiir die Anregung zu dieser Arbeit und fiir die stete Férderung bei ihrer Durch- 
fiihrung. Ferner danke ich der Universidad Austral de Chile Valdivia dafiir, da8 sie 


mir die Méglichkeit gab, meine Arbeit an der Technischen Hochschule Karlsruhe zu 
Ende zu fiihren. 
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Neues iiber den Stoffwechsel, die Systematik und Evolution 
der Essigsiure-Bakterien 


Von 
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(Eingegangen am 23. September 1 961) 


Im Erscheinen des XII. Bandes des Handbuchs der Pflanzenphysio- 
logie mit dem Beitrag des Verfassers (JANKE 1960) iiber die Essigsaure- 
garung war infolge des Zusammentreffens ungliickseliger Ereignisse, wie 
des Ablebens des Bandredakteurs und bald nachher des Herausgebers 
sowie des Ausbleibens von Beitragen aus Ubersee eine derartige Ver- 
zogerung nach bereits erfolgtem Satz bzw. Umbruch eingetreten, daB 
wichtige Arbeiten der letzten Jahre entweder gar nicht mehr beriick- 
sichtigt werden konnten oder nur namentlich erwahnt wurden, ohne daB 
es moglich gewesen ware, auf den Inhalt derselben naher einzugehen. 

Bei diesen neueren Erkenntnissen handelt es sich zumeist um solche, 
die den Stoffwechsel der Essigsdurebakterien im weitesten Sinne des 
Wortes, namlich Abbau und Aufbau, sowie dessen Bedeutung fiir die 
Entwicklungsgeschichte und Systematik betreffen. 

Uber das im oben erwahnten Handbuchartikel (JANKE 1960) sowie in 
der vorliegenden Erganzung behandelte Gebiet ist unterdessen eine 
Arbeit von SCHELL (1960) sowie eine zusammenfassende Darstellung von 
Rarnsow (1961) erschienen. 
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Bemerkungen. 1. Alle in dieser Arbeit nicht angefiihrten Literatur-Zitate konnen 
in dem oben erwihnten Handbuch-Artikel (JANKE 1960) in Erfahrung gebracht 
werden. 

2. In dieser Arbeit wird das Genus Acetobacter entsprechend der Erkenntnis der 
juridischen Kommission des ,,International Committee on Bacteriological Nomen- 
clature“ als minnlichen Geschlechts betrachtet, weshalb die Endungen der Species- 
Namen entsprechend abgedindert wurden. 

3. Abkiirzungen. a) Mikrobeheammlunger und -isolierungen: ATCC = 
American Type Culture Collection (USA). — MA = Hopkins Marine Station Cul- 
ture Collection (USA). — NCIB = National Collection of Industrial Bacteria 
(England). — NRRL = Northern Regional Research Laboratories (USA). — 
NTCC = National Type Culture Collection (England). — N.I. = Neue Isolierung. 

b) Co-faktoren und enzymatische Komplemente: ADP = Adenosin- 
diphosphat. — AMP = Adenosin-5’-monophosphat. — ATP = Adenosin- triphos- 
phat. — AcCoA = Acetyl-Coenzym A. — DPNt+ = Diphosphopyridin-nucleotid; 
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in der reduzierten Form: DPNH + H+. — CoA = HSCoA = Coenzym A. — 
FAD = Flavin-adenin-dinucleotid. — FMN = Flavin-mono-nucleotid. — PAB = 
Para-aminobenzoesaure. — PN = Pyridin-nucleotid. — TPN+ = Triphosphopyri- 
din-nucleotid; in der reduzierten Form: TPNH + H’*. TPP = Thiamin-pyro- 
phosphat. — UdP = Uridin-diphosphat. 

c) Substrate: AcP = Acetyl-phosphat. — E4P = Erythrose-4-phosphat. — 
F6P = Fructose-6-phosphat. — F1,6P = Fructose-1,6-diphosphat. — G6P = 
Glucose-6-phosphat. — Gt = Gluconat. — P, = anorganisches Phosphat. — P = 
Phosphat oder Phospho-. — 1,3PGyt = 1,3-diphospho-glycerat. — PnP = Pen- 
tose-phosphat. — PP = Pyrophosphat. — Pyt = Pyruvat. — R5P = Ribose-5- 


phosphat. — Ru5P = Ribulose-5-phosphat. — S7P = Sedoheptulose-7-phos- 
phat. — T = Tri- oder Triose. — TP = Triosephosphat. — Xu5P = Xylulose-5- 
phosphat. 


4. Enzymbezeichnungen in eckigen Klammern entsprechen der rationellen 
Namensgebung (HorrMANN-OsTENHOF 1954)". 


Die Gruppierung der Essigsiurebakterien nach Frateur 

In dem oben erwiihnten Handbuch-Beitrag (JANKE 1960) waren die Essigsaure- 
bakterien in der Gruppierung nach Frateur (1950) angegeben worden, da diese — 
vor allem mittels des Oxydogramm-Verfahrens — eine rasche Hinreihung fraglicher 
Essigsiurebakterien gestattet. Die vier Gruppen waren durch FRATEUR nach deren 
charakteristischen Vertretern benannt worden, nimlich Peroxydans-, Oxydans-, 
Mesoxydans- und Suboxydans- Gruppe. Da jedoch A. oxydans nicht zur Oxydans-, 
sondern vielmehr zur Suboxydans-Gruppe zu rechnen ist und daher ein AnlaB zur 
Verwirrung besteht, hat Verfasser (JANKE 1957, 1960) eine Umbenennung dieser 
Gruppe in Lu-oxydans-Gruppe vorgeschlagen. Da jedoch auch diese Bezeichnung 
zu MiBverstindnissen fiihren kann, soll der vom Verfasser bereits vor 45 Jahren — 
freilich in anderer Abgrenzung — benutzte Gruppen-Name, nimlich Rancens- 
Gruppe wieder Verwendung finden. 


Tabelle 1. Gruppen der Essigsdéwrebakterien nach Frateur 
(in teilweise abgeinderter Form) 


Ale il iil. IV. 
i i cens- Mes- Sub- 
pe arial ter ES fase sepia Saayenotr oxydans- | oxydans- 
Gruppe Gruppe Gruppe 
1. Falls beweglich, BegeiBelung peritrich(?) | peritrich peritrich | polar 
2. Weiteroxydation der Essigsaure 
(Uberoxydation) + + + u. (+) = 
3. Vorkommen von Haplotrophie* + + + — 
4, Oxydation von Lactat zu 
CO, und H,0 + + ae a 
5. Ketogenes Verhalten —hbis (+) | —bis(+) +bis ++] +-+ 
6. Gluconsiure- Bildung — a6 +bis+ -+ pipe 
7. Katalase-Bildung — ++ ++ + 


* Die Haplotrophie, d.h. die Fahigkeit zur Assimilation von anorganischen 
Ammonsalzen bei alleiniger Gegenwart von Athanol oder Acetat als Kohlenstoff- 
und Energiequelle hat die Fahigkeit zur Weiteroxydation von Acetat, die sogenannte 


Uberoxydation, zur Voraussetzung. 


1 Die von der International Union of Biochemistry (1961) empfohlenen Be- 
zeichnungen konnten leider nicht mehr beriicksichtigt werden. 
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A. Vorgiinge des Abbaues (Dissimilationsprozesse) 
I. Die Oxydation ein- und mehrwertiger Alkohole 


1. Einwertige Alkohole als Energiequelle 


Die Essigsiurebakterien sind — wie schon ihr Name besagt — zur Bildung von 
Essigsiiure befihigt, und zwar durch Oxydation des Athanols, wobei die freie En- 
thalpie dieser Reaktion (AG’, bei 25°C und px 7) — 109 kcal betragt. Dieser De- 
hydrierungsprozeB verlauft in zwei Stufen, und zwar entsteht in der 1. Stufe Acetalde- 
hyd, der in seiner hydratisierten Form in der 2. Stufe entweder eine Dehydrierung 
zu Essigsiiure oder bei manchen Arten auch eine Dismutation zum aquimolekularen 
Gemisch von Essigsiiure und Athanol erfahren kann, gemaif den folgenden Gleichun- 
gen: 
1. Stufe: CH,CH,OH + 1/, 0, = CH,;CHO + H,O 

2. Stufe: CH,CHO + H,O = CH,CH(OH), 

a) Oxydation: CH,CH (OH), + 1/, 0, = CH,COOH + H,O 
b) Dismutation: CH,CH (OH), + CH,CHO = CH,COOH + CH,CH,OH 
Die beiden Dehydrierungsprozesse zerfallen in zwei Phasen: 
I. die Wasserstoff-Aktivierung und 

II. die Vereinigung des aktivierten Wasserstoffs mit dem Luft-O, (terminale 
Oxydation). 

Die Wasserstoffaktivierung wird bei den meisten Essigsiurebakterien durch 
pyridinnucleotid-abhingige Dehydrogenasen bewirkt, die fiir die beiden Teil- 
prozesse verschieden sind. 

Die Alkohol-dehydrogenase ist zumeist DPN-spezifisch, doch konnte durch 
TANENBAUM (1956a) bei A. peroxydans (NCIB 8618) eine TPN-spezifische Dehydro- 
genase aufgefunden werden; eine solche wird auch von Dr Lry u. Docuy (1960b) 
bei Gluconobacter liquefaciens angenommen. 


DPN+t+ DP 


Bei der Acetaldehyd-dehydrogenase liegen die Verhiiltnisse ahnlich; auch 
hier hat man eine DPN- und eine TPN-spezifische Dehydrogenase nachgewiesen, 
wobei jedoch gemaif den Feststellungen von Kine u. CHELDELIN (1956a) an lés- 
lichen zellfreien Extrakten von A. suboaydans (ATCC 621) anscheinend dem TPN- 
abhangigen Enzym die héhere Aktivitiit zukommt. 


+ 
CH,CH(OH), + tpn: =CH,coon + PENH 4 ay 


Die terminale Oxydation des aktivierten Wasserstoffs wird wohl zumeist durch 
ein Cytochrom-System (vgl. S. 94) bewirkt. 

Neben den léslichen Dehydrogenasen wurden auch an Partikeln gebundene, 
von PN unabhingige Oxydasen nachgewiesen und zwar eine Athanol-Oxy- 
dase bei A. aylinus durch Prreur (1957), bei A. peroxydans (NCIB 8618) durch 
De Ley u. Scuert (1959a) und bei Gluconobacter liquefaciens durch Dr Ley u. 
Docuy (1960b) sowie eine Acetaldehyd-Oxydase bei A. peroxydans durch 
Da Lry und ScHEtn (1959) und bei A. aylinus durch Prieur (1960). 

Bei A. peroxydans kann aber auch ein andersartiger Verlauf der Dehydrierungs- 
prozesse in Betracht gezogen werden, da dieser Organismus imstande ist, Wasser- 
stoffsuperoxyd als terminalen H-Acceptor zu benutzen (WIELAND u. Prstor 1936; 
ATKINSON 1956a; TANENBAUM 1956a). Wenn auch ArKrnson (1956b) mittels 
Ultraschall-Extrakten von A. perowydans (ATCC 838) zeigen konnte, dali die 
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Athanol-Oxydation hauptsachlich — wenn nicht ausschlieBlich — durch eine DPN- 
spezifische Dehydrogenase katalysiert wird, mufi der Ablauf in der intakten lebenden 
Zelle nicht der gleiche sein, zumal ATKINSON (1956a) selbst festgestellt hatte, daB 
bei der Ultraschall-Zerschlagung die Fahigkeit der Zellen, H,O, zu reduzieren, voll- 
stindig verlorenging. Es kénnte durch die lebenden Zellen die Oxydation des 
Athanols zum Acetaldehyd auBer durch eine pyridinnucleotidabhangige Dehydro- 
genase auch durch eine Oxydase bewirkt und durch das hierbei entstehende ‘HO, 
weiteres Athanol dehydriert werden, wie dies schon WIELAND u. PISTOR (1936) 
angenommen hatten. Auch wire mit der Méglichkeit zu rechnen, daf} die bei der 
Alkoholdehydrierung entstandene reduzierte Form des Pyridinnucleotids durch eine 
Oxydase gemif der Gleichung 


DPNH + H+ + 0, DPN*+ + H,0, 


dehydriert wird, zumal ein solches Flavinenzym in Streptococcus faecalis aufgefunden 
wurde und TANENBAUM (1956a) in A. peroxydans (NCIB 8618) eine TPNH,-Oxydase, 
die nicht cyanidempfindlich war, nachgewiesen hatte. 

Hine Dehydrierung des Acetaldehyds durch H,O, tritt mittels intakter Zellen 
von A. peroxydans gemaB den Feststellungen von ATKINSON (1956a) jedoch nicht 
ein. Die Oxydation des Acetaldehyds durch A. peroxydans erscheint aber nicht rest- 
los geklirt, da W1ELAND u. PrsTor einerseits bei der Alkoholdehydrierung eine 
starke Anreicherung von Acetaldehyd, andrerseits das Fehlen einer Aldehyd-mutase 
festgestellt hatten und TanenBAUM (1956a) eine Hemmung der Acetaldehyd-Oxy- 
dation durch Arsenat beobachtete. 

Die Essigsiurebakterien sind auch befahigt, héhere einwertige Alkohole 
bzw. Aldehyde zu dehydrieren, wie dies in jiingster Zeit durch Dp Ly u. SCHELL 
(1959b) wieder bestatigt werden konnte, die mittels ruhender Kulturen von A. aceti 
(Ch 31) aus dem Sauerstoff-Verbrauch nach der Warburgmethode eine Oxydation 
von Propanol-1, Propanol-2, Butanol-1, Butanol-2, Methyl-2-butanol-1 und Amyl- 
alkohol feststellten. Wahrend diese verschiedenen Dehydrierungen ahnlich wie bei 
den Aldehyden wahrscheinlich durch ein einziges Enzym ausgefiihrt werden, sind an 
der Oxydation mehrwertiger Alkohole jedoch andere spezifische Dehydrogenasen 
beteiligt. Hierfiir scheint auch der Umstand zu sprechen, daf A. acidophilus zufolge 
Wrame, Harpieny u. Doruxy (1959) wohl die einwertigen primiiren Alkohole von 
C, bis C, in einem relativ hohen AusmaB oxydiert, mehrwertige Alkohole aber nicht 
angreift. 


2. Die Oxydation mehrwertiger Alkohole 


Zufolge STouTHAMER (1959) erfolgt eine direkte Oxydation mehrwertiger 
Alkohole durch die Essigsiurebakterien der M esoxydans- und Suboxydans- Gruppe, 
nicht aber durch jene der Rancens- und Peroxydans-Gruppe. Glycerin kann aber 
auch von Arten der Rancens-Gruppe oxydiert werden, mit Ausnahme von 4.. 
ascendens (NCIB 4937) und einigen Stammen von A. rancens. Bei der direkten Oxy- 
dation wird Glycerin zu Dihydroxyaceton und Sorbit zu einem Gemisch von D-Fruc- 
tose und L-Sorbose dehydriert. Das Verhalten gegentiber Mannit empfiehlt Dz Lry 
(1961) als zusatzliches Kriterium zur Hinordnung der Essigsiurebakterien in die 
vier Gruppen; dem gleichen Forscher zufolge scheint auch das Verhalten gegeniiber 
i-Erythrit fiir Zwecke der Klassifikation geeignet zu sein, da von der allgemeinen 
GesetzmaBigkeit der Oxydation dieses vierwertigen Alkohols durch die Stamme der 
Mesoxydans- und Suboxydans-Gruppe nur Gluconobacter cerinus var. rosvensis ene 
Ausnahme macht. 

Was die wirksamen Enz 
besondere Dehydrogenase 
Linie von der Anzahl der Hydroxylgruppen der Alkohole abhang 


yme anlangt, so werden die mehrwertigen Alkohole durch 
n oxydiert, deren Spezifitiit anscheinend in erster 
t, so daf man. 


6* 
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zwischen Diol-, Triol- und Polyol-dehydrogenasen unterscheiden kann; aber 
auch die Anzahl der C-Atome und sterische Besonderheiten sind auf die Spezifitat 
von EinfluB. Soweit die bisherige Erfahrung reicht, sind diese Hydrogenasen D PN - 
spezifisch, nur CuMMINS, CHELDELIN u. Krn@ (1957)* wiesen in Extrakten von 
A. suboxydans (ATCC 621) neben einer DPN-abhiingigen Sorbit-dehydrogenase, die 
Fructose lieferte, eine zu Sorbose fiihrende TPN-spezifische Dehydrogenase 
nach, die aber nicht isoliert werden konnte. Auch Dz Ley u. Scwet (1959) (vgl. 
auch Dr Ley 1961) fanden in A. aceti (Ch 31) eine TPN-spezifische Dehydrogenase, 
die jedoch neben Mannit nur dann auf Fructose wirkte, wenn diese innerhalb der 
Zelle entstanden war; die Unfahigkeit, extracellulire Fructose zu oxydieren, wird 
auf Permeabilitits-Schwierigkeiten zuriickgefiihrt, zu deren Uberwindung die 
Gegenwart einer Fructose-Permease angenommen wird. Ferner war es vorher 
schon Arcus u. Epson (1956) gelungen, neben einer bei py 8 optimal wirkenden 
DPN-abhingigen Polyol-dehydrogenase [Polyol-DPN-transhydrogenase], die 
auBer Sorbit auch Mannit und einige andere mehrwertige Alkohole dehydriert, und 
offenbar der oben erwahnten DPN-spezifischen Sorbit-dehydrogenase nahesteht, 
eine an Plasmapartikeln lokalisierte Poly oloxydase[Polyol—Cyt.-transelectronase] 
aufzufinden, die von den Pyridinnucleotiden unabhingig ist, jedoch mit Cytochrom 
in Verbindung steht und zu den Flavinenzymen zu rechnen sein diirfte. Ahnliches 
scheint fiir jene phosphat- und nucleotid-unabhingige Glycerin-dehydrogenase 
zu gelten, die Hauer, Kine u. CHELDELIN (1955a) in zellfreien Extrakten von A. 
suboxydans nachgewiesen haben und die bei px 6 optimal wirkt. Auch die Oxydation 
des i-Erythrits soll zufolge Dr Ley u. Docuy (1960a,b) durch eine derartige Oxy- 
dase bewirkt werden. 


Il. Die Oxydation der Aldosen insbesondere der Glucose 
Viele Essigsiiurebakterien sind imstande, die zur Bestreitung der Lebensprozesse 
notige Energie aus der Oxydation der Kohlenhydrate, vornehmlich der Glucose, zu 
beziehen. Die Wege, auf denen diese Reaktionen ablaufen, sind ahnlich wie beim 
Genus Pseudomonas recht mannigfaltige. Wabrend auch eine unmittelbare Oxy- 
dation der Glucose moglich ist, fiihren alle anderen Abbauwege iiber eine vorherige 
Phosphorylierung. 


1. Die direkte Oxydation der Aldosen 
a) Direkte Oxydation der Glucose 


Unter den Aldosen, die unmittelbar — also ohne vorherige Phosphorylierung — 
oxydierbar sind, kommt der Glucose die gréfite Bedeutung zu. Die Produkte dieser 
Oxydation und die Reaktionswege, auf denen sie erreicht werden, finden sich nach- 
stehend verzeichnet (vgl. auch AMEYAMA u. Konpo 1958b). Fiir das Studium der 
Glucose-Oxydation hat sich die Verwendung der Warburgapparatur sehr bewihrt, 
da mit ihrer Hilfe aus der O,-Aufnahme auf den Abbauweg geschlossen werden kann. 


(a) (b) (d) 


Glucose — Gluconsiure Sari) as 2-Ketogluconat nah 2,5-Diketo- 
Seeye) gluconat ———_-+? 
(cy Sv 
5-Ketogluconat >? 


a) Glucose malate: Gluconsiiure. Diese Reaktion kann zufolge FRATEUR (1950) 
sowie Dr Lny (1961) anscheinend bei allen Essigsiurebakterien mit Ausnahme von 
A. ascendens, A. paradoxus und den Arten der Peroxydans-Gruppe stattfinden. Das 


* Vgl. auch Cummins, Kring u. CHELDELIN (1957). 
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px-Optimum fiir diese Oxydation wurde durch Asar u. Murooxa (1956) mittels 
ruhender Zellen von A. suboaydans (ATCC 621) zu 5 ermittelt. 

Uber das weitere Schicksal der Gluconsiure bei den einzelnen Essigsiiurebak- 
terien hat vor allem StourHAaMER (1959) ausfiihrlich berichtet. 


B) Gluconat OWS Ketogluconate. Keine Weiteroxydation des Gluconats 
wurde beim haplotrophen A. lovaniense und beim symplotrophen A. rancens fest- 
gestellt. Diese beiden Bakterienarten sind mangels einer Hexokinase bzw. einer 
Gluconat-kinase auch nicht imstande, eine Phosphorylierung bzw. den Abbau iiber 
einen Monophosphatweg durchzufiihren, und sollen zufolge Du Lry (1961) auch 
nicht fahig sein, Glucose als C- Quelle zu verwerten. Alle anderen Glucose-oxydieren- 
den Essigsiurebakterien vermégen die Oxydation einerseits auf direktem Weg, 
andrerseits tiber Hexosephosphat durchzufiihren. Bei den Bakterien der Rancens- 
Gruppe ergab sich der Zusammenhang, dafi der Ertrag an Organismen um so be- 
deutender ist, je héher sich die O,-Aufnahme je Mol Substrat belauft. 

Eine Weiteroxydation des Gluconats zu 2-Ketogluconat (b) findet bei der 
Rancens-Gruppe nur ausnahmsweise statt, hiufiger bei der Mesoxydans-Gruppe 
und normalerweise bei der Suboxydans-Gruppe; mittels ruhender Kulturen von 
A. suboxydans haben Asat u. MurooKa (1956) fiir diese Oxydation das py-Optimum 
mit 4 ermittelt. Auch eine Weiteroxydation des Gluconats zu 5-Ketogluconat (c) ist 
bei der Mesoxydans-Gruppe und der Suboxydans-Gruppe anzutreffen. Bei A. sub- 
oxydans (ATCC 621) konnte ferner durch Krros u. Mitarb. (1958) mittels der radio- 
respiratorischen Methode festgestellt werden, daB jener Teil der Glucose, der nicht 
iiber den Pentosephosphat-Cyclus (S. 89) abgebaut wird, eine direkte Oxydation bis 
zu 2-Ketogluconat erfahrt. 

y) Weitere Oxydation der Ketogluconate (d) (b’) (¢’). Das 2-Ketogluconat kann 
durch Bakterien der Mesoxydans-Gruppe und der Suboxydans-Gruppe, nicht aber 
durch jene der Rancens- und der Peroxydans-Gruppe zu 2,5-Diketogluconat (d) 
dehydriert werden. Bei A. suborydans (N.I.) kommt es jedoch zufolge Dr Lry 
u. SrourHAMER (1959) vorwiegend zu einer Hydrierung zum Gluconat(b’), das erst 
nach Phosphorylierung einen weiteren Abbau iiber den Pentosephosphat-Cyclus 
erfahrt. Uber das Vorkommen des bei der Reduktion wirksamen Enzyms, der 2- 
Ketogluconoreduktase in Mikroorganismen haben Dr Ley u. DEFLOOR (1959) 
berichtet. Eine Weiteroxydation des 2,5-Diketogluconats nach vorheriger Re- 
duktion(d’) hatten frither schon Darra u. KaTznELson (1956, 1957) mittels zellfreier 
Extrakte von A. melanogenus (MA 6,2) bei Gegenwart einer autoxydablen Redox- 
verbindung, wie N-Methylphenazinium-sulfat, festgestellt, wobei interessanterweise 
iiber ein pentoseihnliches Zwischenprodukt «-Ketoglutarsaure entstand (vgl. 
auch Darra, HocustTer u. Katznetson 1958); diese Siiure hatten iibrigens bereits 
2 Jahre vorher Asat u. Mitarb. (1955) neben Brenztraubensiure aus Glucose iiber 
Gluconsiure und 2-Ketogluconsiure durch Gluconoacetobacter cerinus sowie in jiing- 
ster Zeit Rour (1961) unter Verwendung mehrerer Staémme von A. suboxydans 
erhalten. Eine Pentose konnte auch Fewster (1958) bei der Oxydation von 2- 
Ketogluconat durch A. suboxydans nachweisen, ohne daB sich 2,5-Diketogluconat 
feststellen lieB. Eine C,-Verbindung neben 4-Ketoarabinose und 4-Ketoarabonsaiure 
hatten auch AMEYAMA u. Konpo (1958 a) bei Einwirkung von A. suboxydans auf ein 
Glucose-Hefeextrakt-Medium mit 2°/, CaCO,-Zusatz nachgewiesen und als Ca-Salz 
der Lyxofurano-uronsaure erkannt, wobei 2,5-Diketogluconsiure als Zwischen- 
produkt angenommen wurde. Besonders eingehend wurde die Entstehung der «- 
Ketoglutarsiiure aus Glucose mittels gewaschener Zellen von A. melanogenus durch 
Bonz u. Hocuster (1960) sowie Bonz (1961) untersucht, wobei sich ergab, dab der 
Abbauweg vornehmlich tiber nichtphosphorylierte Zwischenglieder, wie Gluconat 
und 2,5-Diketogluconat, verlief. 
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Auch bei der Weiteroxydation des 5-Ketogluconats (vgl. De Luy 1958b) 
durch A. suboxydans (N. 1.) hatten Dm Ley u. SrourHameER (1959) eine vorherige 
Reduktion zum Gluconat festgestellt, womit die friihere Beobachtung von FEWSTER 
(1958) an A. suboxydans (ATCC 621) in Einklang steht, derzufolge 5-Ketogluconat 
nur in Gegenwart leicht oxydabler Substanzen weiter oxydiert wird. Nach Srour- 
HAMER (1959) soll ein Gleiches fiir die Weiteroxydation von 5-Ketogluconat durch 
A, mesoxydans var. saccharovorans gelten. Der Mechanismus, nach dem 5-Keto- 
gluconsiiure oxydiert wird, verdient besondere Beachtung, da verschiedene Forscher 
unabhiingig voneinander die Bildung dieser Siiure neben Weinsaure und zum Teil 
auch neben Oxalsiure beobachtet hatten. Es ist mit der schon mancherseits ge- 
aiuBerten Moglichkeit zu rechnen, daB die 5-Ketogluconsiure auBer tiber Glucon- 
siiure (und weiter iiber den Pentosephosphat-Cyclus) auch derart abgebaut werden 
kann, da durch die Wirkung einer Ketolase Glykolaldehyd und der Halbaldehyd 
derWeinsiure entstehen, die dann eine Oxydation zu den genannten Sauren erfahren 
kénnten; durch die primaire Bildung von Glykolaldehyd lieBe sich auch das ebenfalls 
festgestellte Auftreten von Glykolsiure erkliiren, die neben Tartronsiure und 
anderen Substanzen in Kulturen von A. acetosus bzw. Gluconoacetobacter lique- 
faciens aus Glucose bei Gegenwart von CaCO, nachgewiesen worden war. 


COOH COOH COOH 
| 
CHOH CHOH CHOH 
| > 
CHOH CHOH buon 
| ———> | \ 
CHOH CHO OOH 
| 
CO CHO COOH COOH 
| | 
CH,OH CH,0OH HO COOH 


MurookKa, Kopayasut u. Asat (1960) erhielten jedoch bei ihren Untersuchungen 
tiber den Abbau der 5-Ketogluconsiiure mittels gewaschener Zellsuspensionen von 
A. suboxydans (ATCC 621) keine Weinsiiure, vielmehr (so wie vorher schon Asal, 
Murooka u. Kopayasut 1957) neben a-Ketoglutarsiure Essigsiure, Bernstein- 
sdure sowie auBerdem Brenztraubensiiure. Auch wurde zugesetzte L-Weinsiiure nicht 
angegriffen, wodurch friihere ebenfalls negative Feststellungen von FEwsTEr (1958), 
die sich auch auf D- und Meso-Weinsiure erstreckten, bestiitigt werden konnten. 

Uber einen eigenartigen Abbau der Glucose bzw. wahrscheinlich der aus der- 
selben durch Oxydation entstandenen 2,5-Diketogluconsiure durch A. melanogenus 
haben Arpa, Fusit u. Asat (1956a) berichtet; diese erhielten hierbei neben Glykol- 
siure und Tartronsiure noch Komensaure und Rubiginsaure welch letztere 
durch Entcarboxylierung in Rubiginol (3,5-Dihydroxy-1,4-pyron) liberging. 

Gluconoacetobacter roseus, der zufolge IkEDA (1955) Ketosen iiber die Enolform 
in die entsprechenden Osone iiberfiihrt, hat in den Versuchen von Arpa, Fugit u. 
Asat (1956b) neben Kojiséwre auch die bisher unbekannte Isokojisiure gebildet; 
der letzteren kommt die folgende Strukturformel zu 


O 
I 
vA 
ens: 
HG ° sCH 
| | Tsokoji-siiure 


cane . Srna [6-Hydroxy-2-hydroxymethyl-y-pyron]. 
O 
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b) Direkte Oxydation anderer Aldosen 


Mit Ausnahme der Peroxydans-Gruppe und einiger Stiimme der Rancens- 
Gruppe sind alle iibrigen Essigsiurebakterien befiihigt, Mannose, Galaktose und 
Pentosen zu den betreffenden On-Siuren zu oxydieren. Gluconoacetobacter lique- 
faciens und G. cerinus zeigen jedoch zufolge Dr Ley (1961) bei der Oxydation von 
Galaktose eine héhere O,-Aufnahme als dem Ubergang in die On-siiure-Stufe ent- 
spricht, wobei méglicherweise 2-Ketogalaktonsiiure entsteht. Auch Xylose wird 
durch G. cerinus iiber die Xylonsiure hinaus oxydiert. Hinsichtlich der Oxydation 
von Galaktose und Xylose durch die Stiimme der Rancens-Gruppe ergibt sich — 
wie Dz Ley (1961) festgestellt hat — der merkwiirdige Zusammenhang, dal ent- 
weder sowohl Galaktose als auch Xylose oxydiert werden oder keine der beiden 
Zuckerarten. Was die Pentosen betrifft, wurde in den Versuchen von Dr Ley u. 
ScH#eLx (1959) p-Arabinose durch keinen Stamm oxydiert, L-Arabinose, D-Ribose 
und L-Lyxose niemals iiber die On-siure-Stufe hinaus, wohl aber trat dies bei der 
D-Xylose ein. 

Alle genannten Zucker sind zufolge Dm Luy (1961) als C- Quelle fur das Wachs- 
tum von Essigsiurebakterien ungeeignet; sofern sie oxydiert werden, sind gemaB 
den Feststellungen von Dz Luy u. Docuy (1960a, b) Oxydasen, die an der cyto- 
plasmatischen Membran lokalisiert sind, also offenbar Flavin-enzyme, wirksam. 


2. Der Abbau der Glucose nach Phosphor ylierung 


Die Phosphorylierung der Glucose und anderer Hexosen wird durch eine 
Hexokinase [Hexose—> ATP-transphosphatase] bewirkt, wobei die Gegenwart von 
Mg**-Ionen nétig ist. Die Phosphorylierungsgeschwindigkeiten von Ultraschall- 
Extrakten des A. suboxwydans (ATCC 621), der auf Glucose-haltigem Medium 
gewachsen war, gegeniiber p-Glucose, p-Mannose, D-Fructose, L-Sorbose, p-Xylu- 
lose, D-Gluconat und 2- bzw. 5-Ketogluconat wurden durch Fewster (1957b) 
ermittelt und fiir die drei erstgenannten Hexosen relative Werte erhalten, die den 
von anderer Seite bei der Hexokinase der Hefe festgestellten weitgehend ahnlich 
waren. Da durch 10-4m Phenyl-mercuri-acetat vollstindige Hemmung eintrat, 
dié durch 5 - 10-3 m Cystein wieder aufgehoben wurde, vermutet FewstER, dai} die 
Hexokinase eine SH-Gruppe enthilt. Die Spezifitatsverhaltnisse dieser Trans- 
phosphorylase(n), die sich im Ultraschall-Extrakt anscheinend in kolloid-geléster 
Form vorfindet(n), sind bei den Bakterien im allgemeinen und bei den Essigsaure- 
bakterien im besonderen noch wenig geklart. 

Der Abbau der phosphorylierten Glucose kann sich in verschiedener Weise 
vollziehen, und zwar kommen die folgenden Reaktionswege in Betracht: 

a) der Embden—Meyerhof— Parnas (kurz: EMP-—)Weg; 

b) die Pentosephosphat— Wege; 

a) der Fructose-6-phosphat— Acetyl-phosphat— (kurz: FP— AcP-) Cyclus; 
B) der Pentose-Cyclus (kurz: PC)s 
c) der Entner-Doudoroff— (kurz: ED—)Weg. 


a) Der Glucose-Abbau tiber den EMP-Weg 


Nevpere u. Smon hatten bereits vor mehr als 30 Jahren bei Essigsaure- 
bakterien, und zwar bei A. ascendens, A. pasteurianus und A. suboxydans, unter 
anaeroben Bedingungen das Auftreten einer alkoholischen Girung von Hexosen 
beobachtet. Auch das die Kohlensiure aus Brenztraubensdure entbindende Enzym 
(10a), die Carboxylase [Pyruvat-decarboxylase], war damals schon in lebenden 
Zellen von A. suboxydans nachgewiesen worden ; mittels zellfreien Enzympraparaten 
derselben Art konnten Kine u. CHELDELIN (1954) dann die Bildung freien Acet- 
aldehyds aus Brenztraubensiure feststellen. StoUTHAMER (1959) hatte mit den 
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gepriiften katalasehaltigen Essigsiiurebakterien-Arten wohl auch CO,-Entwicklung 
aus Pyruvat (10a) erhalten, nicht aber aus Glucose, woraus geschlossen werden 
miiBte, da der EMP-Weg von den gepriiften Essigsiurebakterien nicht begangen 
wird; zu dem gleichen Ergebnis kam auch Dr Ley (1961). Diese unterschiedlichen 
Ergebnisse sind wohl darauf zuriickzufiihren, daB die genannten Arten durch Ver- 
lust-Mutationen (vgl. S. 108) das eine oder andere Enzym des EMP-Weges eingebiiBt 
haben. 
Ubersicht iiber den EM P-Weg 


ATP ADP ATP ADP 


1) (2) (3) (4) 
Glucose \Mg+#/ G-6-P F-6-P \Mtety/ F-1,6-P (5)| 


en 
Pyt /Mg*\, P-EPyt Mgi72-P-Gyt_2,3-P-Gyt _8-P-Gyt /Mg?>\ 1,3-P-Gyt GyA-B-P 
<_—__ ————_ 
(10 9 (8) (7) (6) 
H,0 


TPP } ATP ADP ATP ADP DPNH+H+ DPN++P, 
(10a)|"CO, 
AcA 


Beim Abbau der Glucose bis zur Brenztraubensdure tiber den EMP-Weg sind die folgenden ~ 
Enzyme wirksam: 
(1) Hexo-kinase [ATP — Hexose-transphosphatase]. 
(2) Phosphohexose-isomerase [G6P-isomerase]. 
(3) Fructose-6-phosphat-kinase [ATP — F6P-transphosphatase]. 
(4) Aldolase [F-1,6-P — TP-lyase]. 
(5) Phosphotriose-isomerase [TP-isomerase]. 
(6) Triosephosphat-dehydrogenase [Phosphoryl. 3P-GyA — DPN-transhydrogenase]. 7 
(7) 3-Phosphoglycerat-kinase [1,3-Di-PGyt — ADP-transphosphatase]. 
(8) Phosphoglycerat-mutase [Glycerat (3 — 2)-phosphomutase]. 
(9) Enolase [2-Phosphoglycerat-dehydratase]. 
(10) Pyruvat-kinase [Phospho-enolpyruvat — ADP-transphosphatase]. 
Auer diesen Enzymen finden sich in obigem Schema noch die folgenden vor: 
(6a) Dihydroxyaceton-kinase [ATP — DHA-transphosphatase], mit deren Hilfe die Ein- 
schleusung des Dihydroxyacetons in den EMP-Weg mioglich ist. 
(10a) Carboxylase [Pyt-decarboxylase]. 


Von den angefiihrten Enzymen sind die mit (2), (3) und (4) bezeichneten fiir den EMP-Weg am 
charakteristischsten. 


Daf} aber mit der Méglichkeit eines Hexose-Abbaues durch manche Essigsiure- 
bakterien tiber den EMP-Weg tatsichlich gerechnet werden kann, ist klar geworden, 
nachdem die fiir den EMP-Weg mafgeblichen Enzyme (2), (3) und(4) in einem 
solchen Bakterium nachgewiesen worden waren, namlich durch Haven, Kine 
u. CHELDELIN (1955b) im A, suboxydans (ATCC 621), desgleichen aber auch die 
Enzyme (5) und (5a). 

Am gleichen Stamm ATCC 621 von A. suboxydans gelang dann Kiros, Kine 
u. CHELDELIN (1957) der Nachweis von (6). 

Das den EMP-Weg einleitende Enzym (1), ist im A. suboxydans mehrfach 
nachgewiesen worden, so im Stamm ATCC 621 durch Fewster (1957b) neben den 
Enzymen (2) und (3) und ferner in einem neu isolierten Stamm (N. I. 18) durch 
STOUTHAMER (1959). 

Der ebenfalls zur Suboxydans-Gruppe zu rechnende A. melanogenus, und zwar 
der Stamm 6,2, wurde durch KarzNELSON genauer untersucht, wobei sich die 
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Wirkungen der Enzyme (1), (2), (4) und (6) feststellen lieBen, so da von den fiir 
ae EMP-Weg ma8geblichen Enzymen bisher (3) noch nicht nachgewiesen werden 
onnte. 

Innerhalb der anderen Gruppen der Essigsiurebakterien wurden bei der 
Mesoxydans-Gruppe Teilenzyme des EMP-Weges aufgefunden, nimlich durch 
De Ley u. ScHELL (1959b) im A. aceti (Ch 31) die Hexokinase (1) und die G-6-P- 
isomerase (2) und letztere auch durch StrourHamER (1959) beim A. mesoxydans 
var. saccharovorans; ferner konnten GROMET, SCHRAM u. HESTRIN (1957) beim A. 
xylinus die Enzyme (1), (2), (4), (6), (7), (8), (9) und (10) nachweisen ; ebenso 
wie beim A. melanogenus (vgl. oben) lieB sich demnach auch hier die Gegenwart 
der Fructose-6-phosphat-kinase (3) nicht feststellen. Nach den Isotopen- 
Versuchen von BouRNE u. WEIGEL (1954) ware es méglich, daB A. acetigenus 
imstande ist, den EMP-Weg zu durchlaufen. Bei der Rancens- und Peroxydans- 
Gruppe wurde keines der fiir den EMP-Weg charakteristischen Enzyme nach- 
gewiesen. 


b) Der Abbau iiber die Pentosephosphat-Wege 


Ubersicht iiber die Pentosephosphat-W ege 
Pentose-Cyclus: voll ausgezogen; F6P-AcP-Weg: strichliert 


G-6-P < 
TPNt 
> (11) 
H++ TPNH 
6-P-Gt 
PNt+ a 
(42) e 
(CEPR 
9, Ht -+ PNH rae ‘ 
Ru-5-P << 
(G2 
03 
R-5-P 
Die wirksamen Enzyme 
des Pentose-Cyclus des F6P-AcP-Weges 
(11) G-6-P-dehydrogenase[G-6-P > TPN-transhydro- und (3*) zu F-6-P vom GyA J 
genase] und Glucono-lactonase weiter tiber (5) (4) 
(12) 6-P-Gt-dehydrogenase [decarboxyl. 6-P-Gt — (19) Phospho-Ketolase 


PN-transhydrogenase] 
(18) Epimerase [Keto-pentose-P-epimerase] 
(14) Pentose-P-isomerase 
(15) Transketolase [Glykolaldehyd — Xu-5-P-transferase] 
(16) Transaldolase [DHA > GyA-3-P-transferase] 
(17) Transketolase [Glykolaldehyd — H-4-P-transferase] (18) F-6-P-phospho-ketolase 
weiter tiber (5) (4) (3) (2) mu G-6-P 


«) Der Fructose-6-phosphat — Acetyl-phosphat (F6P-AcP-)Wes. Diese als 
Nebenweg zum EMP-Weg auffafbare Reaktionsfolge (vgl. Wor 1960) wurde bei 
der Cellulose-Synthese durch A. aylinus (vgl. 8. 100) von ScHRAMM, KryBas le 
Racker (1958) festgestellt. Anstelle der Aufspaltung des Fructose-1,6-diphosphats 
durch die Aldolase (4) in zwei C,-Verbindungen beim EMP-Weg, erfahrt bei 
diesem Ausweichweg das Fructose-6-phosphat (F6P) durch eine Ketolase (18) 
unter Aufnahme von anorg. Phosphat (Pa) eine Spaltung in eine C,- und eine OC, 
Verbindung, die auch bei Gegenwart von Jodacetat eintritt, das durch Hemmung 
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der Triosephosphat-dehydrogenase (6) den EMP-Weg blockiert (ScHRAMM, 
Gromer u. HEesTRin 1957). Da dem A. xylinus von den Enzymen des EMP-Weges 
die Fructose-6-phosphat-kinase (3) fehlt, kann er Fructose-1,6-diphosphat 
(F-1,6-P) nicht bilden und so den EMP-Weg nicht gehen, weshalb er einen Ausweich- 
weg einschligt, der tiber die Reaktionsfolge (18), (16), (15), (14), (13), (19), (5), 
(4), (3*) zum Fructose-6-phosphat zuriickfiihrt, wobei die fehlende Kinase (3) 
durch eine Phosphatase (3*) ersetzt ist. Dieser Cyclus liefert bei einem Unmlauf 
aus 1 Mol F6P unter Aufnahme von 2 Mol P, 3 Mole Acetylphosphat (AcP), 
das durch eine Acetokinase zu Essigsiure entphosphoryliert wird unter gleich- 
zeitiger Bildung von 3 Mol ATP. Wahrend die direkte ATP-Ausbeute die gleiche 
wie beim EMP-Weg ist, niimlich je Mol Glucose 2 Mol ATP, kommt beim EMP- 
Weg noch eine indirekte durch die Oxydation des bei der Reaktion (6) entstehenden 
DPNH + H¢* hinzu, wodurch sich unter aeroben Verhiltnissen iiber die Atmungs- 
kette voraussichtlich ein Mehrertrag von 6 (= 23) ATP ergibt. Sofern die wirk- 
samen Bakterien iiber die Enzyme des Tricarbonsdure-Cyclus verfiigen, wie dies 
beim A. xylinus zutrifft, vermag die Acetat-Oxydation iiber die Atmungskette eine 
noch wesentlich héhere ATP-Ausbeute zu liefern, die aber beim Ausweichweg 
betrichtlicher als beim EMP-Weg sein kann. Diese Energien werden offenbar durch 
A, xylinus zur aeroben Cellulose-Synthese verwertet (vgl. S. 100). 
Der F6P-AcP-Cyclus ist bisher nur beim A. xylinus beschrieben worden. Ob er 
bei anderen cellulose-bildenden Essigsiiurebakterien auftritt, ist nicht bekannt; 
da bei dem ebenfalls Cellulose-synthetisierenden A. acetigenus zufolge den Isotopen- 
Versuchen von BouRNE u. WEIGEL (1954) der EMP-Weg gangbar zu sein scheint, 
diirfte bei diesem Organismus der F6P-AcP-Weg kaum vorkommen. 
B) Der Pentose-Cyclus (PC). Fiir den Eintritt in den Pentose-Cyclus maBgeblich 
ist das Vorhandensein des Enzyms 6-Phosphogluconat-dehydrogenase (12). 
Dieses Enzym ist neben G6P-dehydrogenase (11), die aber nicht wesentlich 
ist, da sie durch Glucono-kinase [ATP + Gluconat-transphosphatase] ersetzt 
werden kann, in folgenden Essigsiiurebakterien-Arten nachgewiesen worden: 
Suboxydans-Gruppe: 
bei A. suboxydans (ATCC 621) durch Hauer, Kine u. CHELpELtn (1955b) 
neben (13), (14), (15), (16), (17); Vgl. auch 
KiNG u. CHELDELIN (1958) [(12) DPN- oder TPN- 
spezifisch] sowie Krros u. Mitarb. (1958); 

bei A. melanogenus (MA 6,2) durch Katznetson (1958) neben (13), (14), 
(15), (16), (17); 

bei A. melanogenus (Delft) durch SrourTHAMER (1959). 
Mesoxydans-Gruppe: 

bei A. aceti durch Rao (1955); 

bei A. aceti (Ch 31) durch Dr Ley u. ScHeExy (1959b); 

bei A. mesoxydans var. saccharovorans durch StourHAMER (1959) neben (13), 


(14), (15), (16), (17). 
Rancens-Gruppe: 


bei A. rancens (Delft u. NI 10) durch StrourHamER (1959). 
Peroxydans-Gruppe: 

bei A. peroxydans (NCIB 8618) durch Dr Ley (1958) 

bei A. peroxydans (ATCC 838) durch Dr Ley (1958) vgl. 8. 110. 


Der Pentose-Cyclus ist demnach bei allen Gruppen von Essigsiurebakterien 
anzutreffen. Dem A. xylinus, der wohl iiber die den Umsatz der Kohlenhydrat- 
Phosphate mit 4, 5 und 7 C-Atomen katalysierenden Enzyme verfiigt, fehlt an- 
scheinend neben der F6P-kinase (3) auch die 6P Gt-dehydrogenase (12) 
so da der normale Pentose-Cyclus fiir ihn ungangbar ist. 


Stoffwechsel, Systematik und Evolution der Essigsiure-Bakterien 91 
Der Pentose-Cyclus stellt einen universellen Weg dar, um einerseits die fiir 


Synthesen notwendigen Ausgangs-Verbindungen, andrerseits im Zusammen- 
wirken mit der Atmungskette die erforderliche Energie zu beschaffen. 


c) Der Abbau tiber den Entner-Doudoroff(ED)-Weg 


Ubersicht iiber den ED-Weg 


GyA-3-P 
(11) (20) 21) 
6-6-2 /Mgtt*\, 6-P-Gt 2-Keto-B-desoxy-6-P- Gt 
TPN+ TPNH+H+ H,0 Pyt 


Fiir den Ablauf dieses Reaktionsweges ist eine Lyase charakteristisch, namlich 
die 2-Keto-3-desoxy-6-phosphogluconat-aldolase [Pyruvat — Glycerin- 
aldehyd-3-phosphat-lyase] (21), die von KovacHEVICH u. Woop (1955) nur in 
gramnegativen Bakterien — nicht aber in grampositiven — nachgewiesen werden 
konnte, so auch in A. suboxydans (NRRL B-72) sowie neben 6-Pho sphoglucon- 
siure-dehydratase (20) in A. melanogenus; in letzterem und zwar im Stamm 6,2 
hat auch KaTzNELson (1958) die genannte Lyase (21) angetroffen. Bis jetzt sind 
demnach nur Essigsiurebakterien der Suboxydans-Gruppe fahig befunden worden, 
den ED-Weg zu gehen, und zwar stellten KovacHEVICH u. Woop (1955b) fest, daB 
beim A. suboxydans (NRRL B-72) etwa ein Drittel des 6-P-Gt tiber den HD-Weg 
und zwei Drittel iiber den PC umgesetzt werden, wahrend bei Ps. fluorescens 
{A-3.12) das Verhiiltnis umgekehrt war. Die vorherrschende Rolle des ED-Weges 
bei Pseudomonas-Arten konnte durch Isotopen-Versuche von WANG u. Mitarb. 
(1958) und hernach durch STERN, Wane u. Gitmour (1960) mittels der radio- 
respirometrischen Methode bestatigt werden. 

Die prozentuale Verteilung der verschiedenen Wege, die von den einzelnen 
Organismen durchlaufen werden, insbesondere des EMP-Weges und der Pentose- 
Phosphat-Wege wird zumeist mittels markierter (14C-) Verbindungen ermittelt. 
Die hierbei verwendeten Kalkulationen haben Katz u. Woop (1960) einer kritischen 
Beurteilung unterzogen und darauf hingewiesen, da8 G-6-P auBer im HM P-Weg 
und im P@ auch noch fiir andere Zwecke, wobei keine Triosephosphate entstehen — 
vor allem fiir Synthesen —, verwertet wird und daB es ferner fiir das Ergebnis nicht 
gleichgiiltig ist, ob das im PC gebildete F-6-P wieder in den Cyclus riickgefiihrt 
oder iiber F-1,6-P im LM P-Weg abgebaut wird, da hierdurch das relative Verhalt- 
nis der auf beiden Reaktionswegen gebildeten Triosephosphate eine Verdinderung 


erfahrt. 


II. Der Abbau der organischen Sauren 
1. Tricarbonstiure-Cyclen 


Der Abbau der organischen Sauren, vor allem der Brenztraubensiure, liuft 
iiber die sogenannten Carb onsiure-Cyclen, die in den allermeisten Fallen des 
CoA bediirfen. Aus diesem Grunde mu die zu dessen Aufbau bendtigte Pantothen- 
siure als Wachstumsfaktor vorhanden sein. Wie Bonatt u. ZiéRN (1960) zeigen 
konnten, wird beim A. suboxydans die hohe Wachstumsaktivitit des Pantotheins 
durch die S-acyl-Verbindungen der Laurin-, Myristin- und Palmitinsiure noch 


iibertroffen. 
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Ubersicht iiber die Tricarbonsiure-Cyclen 


H,O H,O TPN+ PNH + H+ 
Citrat cis-Aconitat Isocitrat\ Mg++ /Oxalsuccinat 
(24a) (246) 


Mgt 
(25) co, 
a-Ketoglutarat 


H,0 


CO, AcCoA~|(23) 
H++ DPNH ' 


TEP 


o 
ba} 
A 
it 
S 
Mo 
My 


Bio (26) 
Lip 
CoA | Oxalacet eS 
DPN* Mig DPNH + H+, ATP 
Pyt | 29) ppNH+ H+ DPNY H,O 2H+26 OO 7 
CO, 


Die wirksamen Enzyme der Tricarbonsdure-Cyclen 


(22) Pyruvat-dehydrogenase [oxydative Pyruvatdecarboxylierung]. 
(23) ,Condensinging enzyme“ [kondens. Acetyl-CoA —Oxalacetat-transacetylase]. 
(24) (a) (b) Aconitase [Citronensiure-isomerase]. 
(25) (a) (b) Isocitronensiure-dehydrogenase [{Isocitrat > PN-transhydrogenase]. 
Als Zwischenprodukt wird Oxalsuccinat angenommen. 
(26) «-Ketoglutarsaiure-dehydrogenase [decarboxyl. o-Ketoglutarat — DPN-transhydro- 
genase] und Succinat-thio-kinase. 
(27) Bernsteinsiure-dehydrogenase [Succinat-dehydrogenase]. Dieses Enzym ist nicht PN- 
spezifisch, sondern anscheinend ein Flavin-Enzym. 
(28) Fumarase [Fumarat-hydratase]. 
(29) Apfelsiure-dehy drogenase [L-Malat—DPN-transhydrogenase]. 
(380) Oxalacetat-B-decarboxylase. 
(31) Isocitratase [Isocitrat-lyase]. 
(32) Malat-synthetase [Acetyl-CoA — Glyoxylat-transacetylase ]. 
Zu den Tricarbonsiure-Cyclen sind zu rechnen: 
a) der komplette Tricarbonsiure-Cyclus (Krebs-Cyclus) (22) bis incl. (29). 
b) der Glyoxylsiure-Tricarbonsiure-Cyclus: (22) bis incl. (24b), (27). (28), (29), (380), (31). 


a) Der komplette Tricarbonsaure-(Krebs)-Cyclus 


Wenn man aus der Veratmung von Intermediirprodukten des Krebs-Cyclus 
durch einen Organismus auf das Durchlaufen dieses Reaktionsweges einen zwingen- 
den Schlu8 ziehen will, kommt als Testsubstanz hierfiir eigentlich nur «-Ketoglu- 
tarat in Frage, das tiber Succinyl-SCoA zu Succinat abgebaut wird (26). 


«-Ketoglutarat + DPN+ + HSGoA = Suceinyl-SCoA + DPNH + H+ 
Succinyl-S-CoA -+- ADP + P, = Succinat + ATP + HS-GoA 


Die Verwendung von Oxalsuccinat als Testsubstanz ist nur mit der Kinschriin- 
kung statthaft, da’ der Abbau von Isocitrat tatsichlich gemiB (25a) und (25b) 
uber Oxalsuccinat verliuft, was anscheinend nur fiir die 7’PN-spezifische Iso- 
citronensiure-dehydrogenase erwiesen ist, wihrend beim DPN-spezifischen 
Enzym eine unmittelbare Dehydrierung von Isocitrat zu «-Ketoglutarat vorkom- 
men soll, Die Oxydierbarkeit von Citraten (24a) — die durch lebende Zellen iibrigens 
auch bei Vorhandensein der wirksamen Enzyme wegen Permeabilititsschwierig- 
keiten unterbleiben kann — ist ebenso wie jene von Aconitat (240), Isocitrat (25a), 
Succinat (27), Fumarat (28) oder Malat (29) kein Beweis fiir das Durchlaufen des 
Krebs-Cyclus, weil der Weg vom Isocitrat auch unter Umgehung von Oxalsuccinat 
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und «-Ketoglutarat direkt zum Succinat bzw. Malat fiihren kann, naimlich iiber den 
Glyoxylat-Abkiirzungsweg (30), (31) (vgl. unter b). 

Das den «-Ketoglutarat-Abbau (26) katalysierende Schliisselenzym des Krebs- 
Cyclus, die «-Ketoglutarat-decarboxylase wurde in folgenden Essigsiure- 
bakterien nachgewiesen: 

Mesoxydans-Gruppe: 
bei A. aceti durch Rao (1955, 1957) sowie Rao u. GUNSALUS 
(1955) neben (23), (24), (25) [DPN- und TPN- 
spezifisch], (27), (28), (29). 
Rancens-Gruppe: 
bei A. rancens (neun Stimme) durch StouTHAMER (1959) neben (27), (28), (29) ; 
bei A. pasteurianum durch Kine, Kawasakt u. CHELDELIN (1956) 
neben (24), (25), (28). 
Peroxydans-Gruppe: 
bei A. peroxydans (ATCC 838) durch ArxKinson (1956a, b) neben (24), (25), 
[TPN-spezifisch], (27), (28), (29). 

Nicht jedoch gelang der Nachweis des «-Ketoglutarat-Abbaues bei A. peroxy- 
dans (NCIB 8618) durch TanENBAUM (1956) sowie bei der Suboxydans-Gruppe, 
namlich 

bei A. suboxydans (ATCC 621) durch Kine u. CHELDELIN (1953, 1954, 1956 

[m. zellfreien Extrakten)) ; 

bei A. suboxydans (ATCC 621) durch Rao (1955); 

bei A. suboxydans (ATCC 621) durch FrwsreEr (1958); 

bei A. suboxydans (ATCC 621) durch Murooxa, Kopayasut u. Asat (1960); 

bei A. suboxydans var. biourgianum durch SrouTHAMER (1959). 


b) Der Glyoxylat-Nebenweg 


Durch Kombination der Wirkungen zweier tiber Glyoxylsdure laufenden, 
durch andere Forscher aufgefundenen Reaktionen haben KornBERG u. KREBS 
(1957) sowie vor allem KornperG u. Mapsen (1957) an einer Pseudomonas-Art 
(KB,) einen abkiirzenden Nebenweg des T’CS-Cyclus erkundet. Dieser Hilfsmecha- 
nismus vermeidet die iiber die «-Ketoglutarsiure fiihrenden Teilstrecken (25) und 
(26), schligt vielmehr von der Isocitronensiure eine Briicke zur Bernsteinséure und 
iiber die Glyoxylsiure zur Apfelsiiure mit den Teilreaktionen (31) und (32), die 
durch die Enzyme Isocitratase und Malatsynthetase katalysiert werden, 
deren adaptive Bildung erneut bewiesen wurde (REEVES u. Ast 1960). Von diesen 
Enzymen scheint bis jetzt bloB die Isocitratase bei Essigsiurebakterien auf- 
gefunden worden zu sein, und zwar durch SMITH u. GunsaLus (1955) bei A. acete 
(F4), der auf einem Acetat-Medium gewachsen war; offenbar hat dieser Stamm unter 
den angegebenen Ziichtungsbedingungen auch Malatsynthetase ausgebildet. 
Da A. aceti auBerdem iiber den kompletten 7'C'S-Cyclus verfiigt, erscheint es frag- 
lich, ob der Glyoxylsiiure-Nebenweg bei Essigsiurebakterien auch fiir sich allein 
ohne Krebs-Cyclus auftritt. Die Gesamtwirkung dieses Glyoxylsiure-Cyclus 
besteht in der Bildung von einem Molekiil Bernsteinsiure aus zwei Molekiilen Essig- 
siure (iiber Acetyl-CoA); es ist dies das gleiche Ergebnis, das mittels der hypothe- 
tischen Dicarbonsiure-Cyclen, iiber die nachstehend berichtet wird, erzielt werden 


soll. 


2. Die Dicarbonsiure-C yclen 


Bei dem durch THunBerG aufgestellten und von WIELAND tibernommenen 
Dehydrierungsvorgang, der aus 2, Molekiilen Essigsiure 1 Molekiil Bernsteinsaure 
liefern soll, wird derzeit die Mitwirkung des CoA angenommen. Das zunichst 
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gebildete Acetyl-CoA soll fiir sich allein oder mit emem Mol Essigsiure zu Bernstein- 
siiure dehydriert werden, die nach Durchlauf der Reaktionen (27), (28 ), (29), (30) 
und (22) unter Riickbildung von 1 Mol Acetyl-CoA zur Halfte zu CO, und H,O 
oxydiert wird. 

Es scheint aber auch ein direkter, CoA-freier Dehydrierungsweg — 
vielleicht der urspriingliche Thunberg-Wieland-Weg — von der Essigsiure zur 
Bernsteinsiure zu fiihren, denn TANENBAUM (1956a) hat beim A. peroxydans 
(NCIB 8618 und ATCC 838) einen Dicarbonsiure-Cyclus fiir wahrscheinlich gehal- 
ten, an dem CoA nicht beteiligt war; da Glyoxylsiure nicht angegriffen wurde, 
kommt auch ein Glyoxylsiureweg nicht in Frage. 

Ein Glyoxylsiure-Nebenweg wurde nimlich nicht nur — wie bereits be- 
richtet — fiir den Tricarbonsiure-Cyclus aufgefunden, sondern auch fiir den Di- 
carbonsaure-Cyclus, und zwar durch KoRNBERG u. SADLER (1960) bei einer Mutante 
der EH. coli, die mangels des kondensierenden Enzyms (23) zur Acetat-Verwertung 
unfihig war. Bei diesem Nebenweg entsteht die Glyoxylsiure aus der Enolform des 
Acetyl-CoA. Bei Essigsiiurebakterien ist dieser Weg bisher nicht beobachtet worden. 


IV. Die Endoxydation des aktivierten Wasserstofis 
1, Cytochrom-S ysteme 


Von den verschiedenen Essigsiure-Bakterien sind hinsichtlich ihrer Cytochrom- 
Systeme A. pasteurianus und A. suboxydans genauer untersucht. 

Bei A. pasteurianus liegt nach dem iibereinstimmenden Urteil verschiedener 
Forscher in der intakten Zelle (vgl. vor allem Smirx 1954a, b) ein Cytochrom der 
a-Gruppe vor, das durch Kry@ u. CHELDELIN (1957) auch in den mittels Desoxy- 
cholsiure léslich gemachten Plasmapartikeln nachgewiesen werden konnte. Zufolge 
Castor u. CHANCE (1959) handelt es sich um das Cytochrom a,; friihere Forscher 
hatten auch das Vorhandensein von a, angegeben. Da Fustrra u. Kopama (1934) 
eine weitgehende Ubereinstimmung in den Cytochrom-Typen von A. pasteurianus 
und A. aceti feststellten, wird man wohl annehmen kénnen, da sowohl die Rancens- 
als auch die Mesoxydans-Gruppe iiber ein Cytochrom der a- Gruppe verfiigen, 
offenbar vorwiegend a,, das auch méglicherweise die terminale Oxydation ausfiihrt. 

Bei A. peroxydans haben Castor u. CHANCE (1959) ebenfalls bloB das Cyto- 
chrom a, nachgewiesen; Cutn (1952) jedoch konnte auch eine Cytochrom-Kompo- 
nente a, feststellen, deren Absorptionsspitze mit zunehmendem Alter der Kultur 
in jene des Cytochroms a, tiberging; auch sollen bei dieser Alterung die Absorptions- 
spektren der Cytochrome c und e erschienen sein. ATKINSON (1956a) hingegen 
hat bei A. peroxydans (ATCC 838) die Gegenwart von Cytochrom b nachgewiesen, 

Auch bei A. suboxydans bestehen beziiglich des vorliegenden Cytochrom- 
Systems gewisse Unklarheiten. Wohl konnten alle Untersucher bei diesem Organis- 
mus solche Banden der Wirkungsspektren erhalten, die einem Cytochrom des 
b-Typus ungefahr entsprechen; ein gleiches gilt auch fiir die Soret-Absorptions- 
bande bei A. pasteurianus. Castor u. CHANCE (1959) haben jedoch gegen die 
Zugehorigkeit zum b-Typus Bedenken geiiuBert, und zwar aus folgenden Griinden: 
1. Das reduzierte Pigment weist keine scharfe Absorptionsbande in der Gegend von 
562 mu auf; 2. in den Extrakten von A. suboxydans konnte kein Protohimin 
gefunden werden, das gewodhnlich als die prosthetische Gruppe der Cytochrome 
vom b-‘Typus betrachtet wird; 3. es ist kein Cytochrom vom b-Typus bekannt, das 
mit Kohlenmonoxyd eine Verbindung bildet und bei CO-gehemmter Atmung als 
terminale Oxydase wirkt. Die genannten Forscher schlugen deshalb die Bezeich- 
nung Cytochrom o vor und gaben der Vermutung Ausdruck, da® dasselbe dem 
Rhodospirillum-Hamoprotein, das im Pigment photosynthetischer Bakterien vor- 
kommt, nahe stehe und als autoxydable Variante des C ytochroms c aufgefabt 


ss 
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werden kénnte. Von Interesse ist die Feststellung von FrwstEr (1958), daB A. 
suboxydans (ATCC 621), der auf einem Glucose-haltigen Medium ohne Abstump- 
fung der entstandenen Siiure (px etwa 3) gewachsen war, das charakteristische Spek- 
trum der b-(bzw. o-)Gruppe nicht ausbildete und die Oxydation von D-Glucose und 
2-Desoxy-D-glucose nur bis zu den entsprechenden Aldonsiuren fiihrte. 

Wenn man sich die Frage vorlegt, welches der bei Essigsiurebakterien auf- 
tretenden Cytochrom-Systeme entwicklungsgeschichtlich am Aaltesten ist, dann 
diirfte die Wahl wohl auf Cytochrom o fallen. Denn Castor u. CHancr (1959) 
hatten auch bei einigen anderen Bakterien, wie H. coli, Proteus vulgaris und Aero- 
bacter aerogenes das Cytochrom o allein nachgewiesen, aber nur in der logarith- 
mischen Phase, wihrend in der stationiren Phase das Cytochrom a, und bei P. vul- 
garis auBerdem noch das Cytochrom a, auftauchten. Sofern man die Entwicklung 
des Einzelwesens als eine verkiirzte Wiederholung der Entwicklung der ganzen 
Organismengruppe betrachtet, mu das Cytochrom o gegentiber den Cytochromen 
der a-Gruppe als alter und primitiver betrachtet werden. 


2. Flavin-Enzyme 


Im Vergleich zu den Pyridin-Enzymen und dem Cytochrom-System sind die 
Flavin-Enzyme bei den Essigsiiurebakterien nur sehr mangelhaft untersucht. 

Die Flavin-Enzyme der Essigsiurebakterien scheinen zumeist mit einem 
Cytochrom-System zusammenzuarbeiten, d.h. den aktivierten Wasserstofft bzw. 
die Elektronen an den aktivierten Luftsauerstoff unter Bildung von H,O weiter- 
zuleiten. Doch besteht die Méglichkeit, da8 in einigen Fiillen — vor allem bei der 
Peroxydans-Gruppe — der aktivierte Wasserstoff auch unmittelbar auf den moleku- 
laren Luftsauerstoff unter Bildung von H,O, iibertragen wird (vgl. S. 83). Eine 
Cytochrom-c-reductase [TPNH + H*— cyt.-c-Transelectronase] wies TANEN- 
BAUM (1956a) bei A. perowydans (NCIB 8618) nach; auch Siugetier-Cytochrom ¢ 
konnte durch TPNH + H+ reduziert werden, und gegeniiber Farbstoffen zeigte sich 
Diaphorase-Wirkung. Auch ATKINSON (1956b) stellte bei A. peroxydans (ATCC 
838) ein cyanidempfindliches Oxydase-System fiir Pyridin-N ucleotide, und zwar fiir 
DPNH + Ht, fest. Ferner soll die Hydrogenase, deren Wirkung bei Stiimmen 
von A. peroxydans beobachtet wurde, ein Flavoprotein enthalten. 

Es ist aber auch mit der Méglichkeit zu rechnen, da — ahnlich wie dies Woop 
(1955) bei Ps. fluorescens festgestellt hat — bei Essigsiurebakterien eine unmittel- 
bare Ubertragung von Elektronen, also ohne Mitwirkung von Pyridinnucleotiden 
und Flavoproteinen, an das Cytochrom-System erfolgt. 

Die Flavin-Enzyme sind bei den Essigsiurebakterien so wie bei anderen 
Bakterien zumeist an Strukturen gebunden, und zwar gem&f den Feststellungen 
von Dr Ley u. Docry (1960a, b) anscheinend an die protoplasmatische Membran, 
da die von der Zellwand befreiten ,,Protoplasten“ enzymatisch wirksam waren 


(Dr Ley u. Docry 1960c). 


B. Vorgiinge des Aufbaues (Synthetische Wirkungen) 
1. Die bakterielle Cellulose-Synthese 


Die Cellulose-Synthese durch Acetobacter-Arten wurde einerseits am A. aylinus 
und dem diesem nahestehenden A. xylinoides sowie andrerseits am A. acetigenus 
genauer untersucht. 

DaB A. eylinus eine Schleimsubstanz bildet, welche die Cellulose-Reaktion 
gibt, ist schon seit langer Zeit bekannt; spiiter konnte ein adhnliches Verhalten auch 
bei Stimmen von A. acetigenus und in jiingster Zeit auch bei atypischen Stiimmen 
anderer Essigsiiurebakterien — wie A. pasteurianus und A. kuetzingra nus: nach- 
gewiesen werden, ferner durch Carr (1958a) bei einer Varietat von A, aceli sowie 
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(1958b) bei der neu aufgestellten Art A. estuensis. Dab es sich hierbei — zumindest 
bei A. xylinus und A. acetigenus — um die gleiche echte Cellulose handelt, aus der 
die Zellwiinde der héheren Pflanzen bestehen, konnte erst in neuerer Zeit elektronen- 


mikroskopisch, mittels der Ré-Strahlen-Diffraktions-Analyse sowie durch Infrarot- — 


Spektren sichergestellt werden. 


1. Cellulose-Synthese durch wachsende Zellen 


Fiir die Cellulose-Synthese durch wachsende Zellen von A. xylinus sind Hexo- 
sen sowie Verbindungen, aus denen diese leicht entstehen k6énnen, wie vor allem 
drei- und sechswertige Alkohole, aber auch Gluconat und Keto-Gluconate besonders 
geeignet. Zur Biosynthese der Cellulose jedoch ungeeignet sind Pyruvat, Acetat 
und die Zwischenglieder des Tricarbonsiiure-Cyclus, obwohl diese Substanzen bis 
zu OO, oxydiert werden. Uber die Verwertbarkeit der Galaktose liegen wider- 
sprechende Erfahrungen vor. Da8 Wachstumsfaktoren der B-Gruppe bendtigt 
werden, konnte bereits in den Doktor-Dissertationen von Barciay (1951) und WoE- 
BER (1954) nachgewiesen werden; ZrmGLER u. WerGL (1959) zeigten dann, da fiir 
das Wachstum des A. xylinus (ATCC 10425) in einer mineralischen Nahrlésung die 
Gegenwart der p- Aminobenzoesiaure (PAB) so wesentlich ist, daB der genannte 
Acetobacter-Stamm fiir die quantitative Bestimmung dieses Wachstumsfaktors ver- 
wendet werden kann. Die fiir andere Essigsiiurebakterien unentbehrliche Panto- 
thensiure kann zufolge WercL (1961) PAB nicht ersetzen, wohl aber ist hierzu die 
Folsiure befahigt, die auch die Hemmung durch Sulfonamid aufzuheben vermag, 
auch Purine kénnen eine solche entgiftende Wirkung ausiiben, die durch Thymin 
verstirkt wird, an dessen Synthese die Folsiure durch ihre transmethylierende 
Wirkung beteiligt sein diirfte. 

Die Cellulose-Synthese durch A. acetigenus kann aus den gleichen Ausgangs- 
substanzen wie bei A. wylinus erfolgen, jedoch hat sich auch eine Verwertung mehr- 
wertiger Alkohole mit 2 und 4 C-Atomen, wie Athylenglykol und Erythrit, sowie 
auch eine solche von Pentosen und Methylglucosiden als méglich erwiesen (KAUSHAL 
u. WALKER 1947). In vergleichenden Versuchen iiber die Cellulose-Produktion durch 
A. acetigenus (EA-I) aus verschiedenen C-Quellen stellte DupMAN (1959 a) bei Ver- 
wendung hydrolysierter blackstrap-Melasse die héchsten Ertrige fest, wobei die 
Cellulose-Synthese nur so lange anhielt, als die Bakterien Wachstum zeigten. Was den 
Einflu8 der N-Verbindungen auf die Cellulose-Bildung durch den gleichen Stamm in 
einem definierten Glucose-Medium anlangt, waren in den Versuchen von DupDMAN 
(1959b) Ammoniumsulfat und ein gleichteiliges Gemisch von Glutaminsiure und 
Asparagin bis zu 0,1°/) N gleichwertig; in héheren Konzentrationen verminderte 
Ammoniumsulfat Wachstum und Cellulose-Ertrag, wihrend Glutaminsaure ++ Aspa- 
ragin stimulierend wirkten. Eine Zugabe von Acetat, Citrat oder Succinat zum 
Glucose-Nahrboden erhéhte Wachstum und Cellulose-Bildung auf das 20—30fache. 
Bei Anwesenheit von Succinat im definierten Glucose-Medium ergab sich ein 7,6 mal 
héherer Ertrag an Cellulose, wiihrend die Wachstums-Zunahme bloB das 1,9fache 
betrug; im hydrolysierten Melasse-Medium trat im Gegensatz hierzu eine Vermin- 
derung von Wachstum und Cellulose-Bildung ein. 

Die Cellulose entsteht auBerhalb der Bakterienzelle aus einer Vorstuf e, die als 
homogener Schleim von der Zelle ausgeschieden wird, und zwar erfolgt die Abschei- 
dung der Cellulose bei ruhender Nihrlésung in Form von Fasern bzw. eines Netz- 
werkes, wiihrend bei Bewegung — wie in Submers-Kultur — anstelle der Fasern 
kugelige oder sternformige Formen auftreten; durch die Bewegung wird ferner die 
Bildung von Mutanten begiinstigt, denen die Fahigkeit zur Cellulose-Bildung 
ermangelt. Die von A. acetigenus gebildeten Cellulose-Filme zeigten — sofern sie auf 
einem Glucose-Medium gewachsen waren — einen Aufbau aus fadigen Kristallen, 
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waren jedoch amorph, wenn sie auf Glycerin- oder Athylenglykol-Medien gebildet 
wurden (Literatur bei Jankn 1960). 


Verlust-Mutanten. Von zwei Stiimmen des A. acetigenus (NCIB 8132 und 
5346) sowie von einem Stamm von A. xylinus var. africanus (NCIB 7029) konnten 
STEEL u. WALKER (1957a,b) sowohl in Oberflichenkultur als auch in Schiittelkultur 
Mutanten abtrennen, denen nicht nur die Fahigkeit zur Cellulosebildung fehlte und 
die daher nicht in Zoogléen wuchsen, vielmehr eine diffuse Triibung bewirkten, son- 
dern die auch das Vermégen zur Alkohol-Dehydrierung verloren hatten, demnach 
nicht mehr zu den Essigsiiurebakterien zu rechnen sind; ferner zeigten sie bei alkali- 
scher Reaktion optimales Wachstum sowie eine proteolytische Aktivitat und ver- 
mehrten sich bei 40°C sowie in einem Glucose-Hefeextrakt-Medium, das 10 bis 
12 Vol-°/, Athanol enthielt. Diese Verlust-Mutanten — besonders jene des A.acetigenus 
(NCIB 8132) — werden in ihrer Entwicklung durch alkali-labile Antibiotica ge- 
hemmt, die sich in den Filtraten der Wildstiimme des A. acetigenus (NCIB 8132) und 
des A. xylinoides (NCIB 4940) vorfinden und sich in ihrem Verhalten gegen Adsor- 
bentien und Lésungsmittel voneinander unterscheiden (STEEL u. WALKER 1957b,c; 
1958). Aus den Untersuchungen von Brown u. GAscoreNne (1960) an A. acetigenus 
(NCIB 8132) scheint hervorzugehen, daB mit dem Auftreten angeschwollener Ab- 
weichungsformen nach Art der ,,large bodies die Fahigkeit zur Cellulosebildung 
herabgemindert wird, eventuell ganz verloren gehen kann; méglicherweise wird 
unter diesen Umstanden das zur Biosynthese der Cellulose benédtigte Enzymsystem 
inaktiviert oder iiberhaupt nicht ausgebildet. 


2. Cellulose-Synthese in ruhender Kultur bzw. mit getrockneten Zellen 


Nachdem Hustrin, AscHEeR u. Mager (1947) mittels ruhender Zellen von 
A. zylinus aus Glucose und anderen Hexosen sowie Disacchariden bei 37°C und bei 
Gegenwart von Phosphatpuffern (py 5,5) die Synthese eines Cellulose-Gels erzielt 
hatten, gelang Hustrin (1953) der Aufbau der Bakterien-Cellulose auch mit gefrier- 
getrockneten Zellen des gleichen Organismus, wobei die Bildung energieliefernder 
Phosphate als Zwischenprodukte angenommen wurde. Aus Versuchen, zu denen das 
gleiche Zellmaterial Verwendung fand, schlossen HustRIn u. ScHRAMM (1954), dab 
ein Bestandteil der 4uBeren Bakterien-Oberfliiche die Cellulose-Synthese katalysiert. 
Covi (1959) suspendierte gefrorene Zellen von A. xylinus in einem Phosphat- 
Citrat-Puffer vom px 6,0, trennte die Zellen durch Zentrifugieren ab, wusch mit 
Acetatpuffer vom px 5,0 und bebriitete unter Zusatz von Glucose im gleichen Puffer 
bei 35°C unter 5 min wihrendem Schiitteln. Aliquote Teile wurden bei Raum- 
temperatur unter lebhaftem Riihren in Athanol gegossen und sofort bei 15000 g 
zentrifugiert. Die tiberstehende alkoholische Lésung erfuhr nach Celit-Reinigung eine 
Filtration durch ein Corning 60 UF-Bakterienfilter, um Zelltriimmer und Cellulose- 
Mikrofibrillen vollstindig zu entfernen. Von dieser alkoholischen Lésung wurden 
aliquote Teile in verschiedener Weise behandelt, dann die erhaltenen Riickstinde 
bei 100°C durch 10 min mit 4°/,iger Natronlauge extrahiert und das Unlésliche nach 
Verdiinnung durch Zentrifugieren bei 15000 g abgetrennt. Nach Hydrolyse des 
Riickstandes erfolgte eine chromatographische Untersuchung auf die Bausteine. 
Hierbei ergab sich, da in den Alkohol-Extrakten (80°/9ig) aktiver A. cylinus-Zellen 
eine Substanz (precursor) enthalten ist, die in Beriihrung mit Wasser rasch in 
Cellulose-Fibrillen verwandelt wird, und zwar tritt diese Umwandlung bei vollstiin- 
diger Abwesenheit von Bakterienzellwanden ein. Der precursor wird durch Auto- 
klavieren nicht zerstort, wohl aber eine die Bildung der Mikrofibrillen beschleuni- 
gende Substanz, die sich im Medium einer aktiven Kultur vorfindet und bei der es 
sich offenbar um ein extracelluliires Enzym handelt. Wie Versuche mit “C-markierter 
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Glucose ergaben, kommen weder Uridinphosphoglucose noch kurze B-Glucosan- 
Ketten als precursor in Frage. 

Mit gefriergetrockneten Zellen von A. xylinus arbeitete auch WEIGL (1961) 
unter Verwendung von markierter Glucose; bei der papierchromatographischen 
Aufarbeitung der durch Zentrifugieren von Bakterien und Cellulose befreiten und 
mittels Harzaustauschern entionisierten Fliissigkeit blieb an der Startlinie eine stark 
radioaktive Substanz zuriick, die beim Abbau mittels Cellulase radioaktive Glucose, 
Cellobiose und etwas Cellotriose lieferte. 


3. Cellulose-Synthese mittels zellfreier Prdparate 


Zellen von A. xylinus, die nach der Methode von Hrstrin u. ScHRAMM (1954) 
von Cellulose befreit worden waren, unterwarf Cotvry (1957) bei 5°C einer Zer- 
triimmerung durch Vibrationsschiittelung mit Glaskiigelchen (ballotini) in einer 
Stickstoff-Atmosphire, worauf die Hauptmenge der intakten Zellen durch Zentri- 
fugieren entfernt wurde. Vom Uberstand kamen je 0,3 ml bei 35°C durch 1 Std mit 
variierten Betragen von Glucose, ATP und Puffer zur Bebriitung. Die nach Form- 
aldehyd-Zusatz gewonnenen Homogenate zeigten bei elektronenmikroskopischer 
Untersuchung nur im Falle der Gegenwart von ATP typische Cellulose-Mikro- 
fibrillen in reichlicher Menge. 

Von dem cellulosebildenden Stamm NCIB 8132 des A. acetigenus, bei dem nach 
verschiedenen Methoden keine Kapsel nachweisbar war, gewannen BRown u. Gas- 
COIGNE (1960) mittels der Ovolysozym-athylendiamin-tetraessigsiure-Pufferlésung 
(px 8,5) von JosE u. WILSON (1959) eine an nackten ,,Protoplasten“ reiche Fraktion, 
die aber keine Cellulose-Synthese zeigte, woraus auf einen Zusammenhang der 
letzteren mit der durch die Lysozym-Behandlung entfernten Zellwand geschlossen 
werden mute. Brown u. GascorcNE (1960) gewannen mittels des genannten 
Stammes von A. acetigenus ein Cellulose-Gel, aus dem sie nach dem Verfahren von 
HEstTrRIn u. ScHRAMM (1954) cellulosefreie Zellen herstellten, die sie nach Bebriitung 
mit Glucose der oben geschilderten Behandlung nach Cotyrn (1959) unterwarfen. 
Die alkoholische Lésung wurde zur Trockene eingedampft, der Riickstand mit Alkali 
gewaschen und dann im El-Mikroskop untersucht, wobei Mikrofibrillen zu sehen 
waren, die sich nur aus Glucose aufbauten, wie nach Siiurehydrolyse papierchro- 
matographisch festgestellt wurde. War die Extraktprobe vorher im Dampf auf 
125°C durch 20 min erhitzt worden, so erfolgte keine Cellulose-Synthese. Es ergab 
sich demnach in Bestiitigung der Feststellung von Cotvrn (1959) an A. xylinus, dab 
die Biosynthese der Cellulose extracellulir erfolgt. Ferner konnte bei exogener 
Zugabe von UDP-glucose oder Glucose-phosphat keine Cellulose-Bildung an der 
aiuBeren Zelloberfliiche erzielt werden, wie dies vorher schon ScuramM, GROMET u. 
HEsTRIN (1957) an A. aylinus gezeigt hatten. 


4. Wege der bakteriellen Cellulose-Synthese 


Nach den vorliegenden Untersuchungsergebnissen verschiedener Forscher ist 
einerseits mit der Anlagerung von Glucose an bereits vorhandene {-Glucose(1-4)- 
rabbis andrerseits mit dem Aufbau aus Bruchstiicken des Glucose-Molekiils zu 
rechnen. 


a) Kinbau von Glucose in f-Glucose-Ketten 


(Transglucosidase-Wirkung) 


«) Einbau von Glucose in Cellodextrine. In neuerer Zeit sind einige Enzyme ent- 
deckt worden, denen eine Mitwirkung beim Aufbau von Oligo- und Polysacchariden 
zugesprochen wird, Dieselben iibertragen Glykosyl-Reste von Glykosiden des Uridin- 
diphosphats (UDP) auf spezifische Acceptoren und kénnen allgemein als Trans- 
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glykosylasen bezeichnet werden. Der Vorteil dieser Art von Synthesen besteht 
darin, daB sie mit nur sehr geringen Anderungen der freien Energie verbunden und 
diese Reaktionen daher weitgehend reversibel sind. Auf die Wirkung eines solchen 
Enzyms wurde nun durch Guaser (1957, 1958) auch die Synthese der Cellulose aus 
Cellodextrinen mittels zellfreier Praparate von A. xrylinus zuriickgefthrt; dieses 
Enzym ist als UDP-Glucose—> Cellodextrin-transglucosidase zu bezeich- 
nen und soll die Reaktion UDP-Glucose + (Glucose), = UDP + (Glucose), +4 
katalysieren. Es konnte jedoch nicht in stabiler, léslicher Form gewonnen werden, 
wohl aber jene Glucose-1-phosphat— UDP-transglucosidase, der die 
UDP-Glucose offenbar ihre Entstehung verdankt. Der Einbau der Glucose in lésliche 
Cellodextrine gelang GLASER mittels zellfreier Enyzmpriiparate von A. xylinus 
unter Verwendung von markierter UDP-C,,,-Glucose. 


Die Angaben von GLASER erfuhren eine Bestiitigung durch die Untersuchungen 
von Kiunesoyr (1960) an durch Ultraschall zerschlagenen Zellen von A. xylinus 
(NCIB 8246), wobei durch Zugabe von UDP-Glucose und Cellodextrinen eine Zu- 
nahme an alkaliunlislichem Kohlenhydrat eintrat. Die Versuche von WetGt (1961) 
mit A. xylinus (ATCC 10245) unter Verwendung von radioaktivem Phosphat 
sprechen jedoch dafiir, daB sich UDP- Glucose innerhalb und insbesondere auBerhalb 
der Zellen nur in sehr geringer Konzentration vorfindet. Dem Befund von ZIEGLER 
u. Weta (1959), denen mittels intakter Zellen von A. xylinus (ATCC 10245) durch 
Zugabe von UDP-Glucose zu einer PAB-freien Kulturfliissigkeit eine Forderung der 
Cellulose-Bildung gelang, stehen die Feststellungen von SCHRAMM, GROMET u. 
Hesrrin (1957) an gewaschenen Zellen von A. xylinus gegeniiber, daB der exogene 
Zusatz von UDP-Glucose ebenso wie jener von Glucose-1-phosphat auf die Cellulose- 
Bildung an der auBeren Oberfliiche der Bakterienzelle ohne EinfluB ist; es werden 
hierfiir Permeabilitatsschwierigkeiten verantwortlich gemacht und deshalb an- 
genommen, da der intracellulare Cellulose-precursor nicht ein Glucosephosphat 
selbst, sondern ein Derivat eines solchen ist, das durch die Zellwand hindurchwan- 
dern kann. 

) Die Verwendung von £- Oligosacchariden zur Cellulose-Synthese. Wenn der 
im vorstehenden geschilderte Weg zur Cellulose-Synthese durch Transglucosidase- 
Wirkung von den Essigsiiurebakterien begangen werden sollte, so miiBten zunichst 
die Cellodextrine gebildet werden; hierfiir kiime vor allem die Cellobiose in Frage. 
Diese konnte ebenso wie Cellotriose und Cellotetrose durch WALKER u. WRIGHT 
(1957) in einem Glucose enthaltenden, mit K-Lactat gepufferten und mit A. aceti- 
genus beimpften Medium nachgewiesen werden; nebenbei wurden aber auch Oligo- 
saccharide erhalten, die Fructose-Hinheiten enthielten. Nach den Feststellungen von. 
ZIEGLER u. WeIGL (1959) bzw. Wurex (1961) entsteht in einem zellfreien Enzym- 
system Cellulose aus Cellobiose nur dann, wenn die nétige Energie durch Zugabe von 
ATP geliefert wird, das in lebenden Zellen durch die Atmungsketten-Phosphory- 
lierung in reichlicher Menge entsteht. Das A7'P dient offenbar zur Bildung von 
Glucose-6-phosphat, das in der Nahrlésung nachgewiesen werden konnte und tiber 
Glucose-1-phosphat zur Synthese von UDP-Glucose Verwendung findet, wobei 
aber wahrscheinlich eine permeable Vorstufe zwischengeschaltet ist; der stufen- 
weise Aufbau der Cellulose aus «-Oligosacchariden diirfte dann extracellular 
erfolgen. 

Cellobiose konnte durch CrrEDY, JOWETT u. WALKER (1954) in den Kulturen 
von A. acetigenus mit Athylenglykol, Xylose, Glucose oder ldslicher Starke als 
C-Quelle papierchromatographisch nachgewiesen werden; bei Unterdriickung der 
Cellulose-Synthese mittels 0,0005 m-Natriumarsenit kam es zur Ansammlung von 
Carbonyl-Verbindungen, unter denen sich B-Cellobiose als Octacetat nachweisen 


lieB. 


a1 


* 
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Bei Verwendung von Acetobacter-Stiimmen, die keine Cellulose bilden, unter 
denen sich A. aceti NCIB 8554 und A. rancens NCIB 7214 befanden, erhielten jedoch 
WALKER, PELLEGRINO u. Kuan (1959) in definierten Medien mit Glucose als alleini- 
ger C-Quelle vorwiegend Gentiobiose [f-p- glucopyranosyl-(1,6)-D-glucopyra- 
nose] und Sophorose [f-p-glucopyranosyl-(1,2)-pb-glucopyranose] neben anderen 
Di- und héheren Sacchariden. 


b) Aufbau der Cellulose aus Bruchstiicken der Hexosen 


Auf einen Zerfall der Glucose vor der Cellulose-Synthese in C3-Zwischenstufen 
schlossen Mrnor u. Mitarb. (1954a) aus dem Umstand, daB die durch Biosynthese 
mittels A. xylinus gewonnene Cellulose eine geringere spezifische Radioaktivitat 
aufwies als die verwendete 14C-Glucose. Das gleiche Forscherteam (1954b) stellte in 
weiteren Versuchen mit derselben Bakterienart unter Verwendung von C,,)-Mannit 
als einziger markierter Nahrungskomponente fest, daB bis zu 90°/, der Aktivitat und 
mehr im C,) und Cy) der in der synthetisierten Cellulose anzutreffenden Glucose zu 
finden war, daB demnach Spaltprodukte des Mannits in bestimmter Reihenfolge 
eingebaut wurden. Auch die Versuche von BouRNE u. WEIGEL (1954) mit A. aceti- 
genus, der in einer mineralischen Nahrlésung mit radioaktiver racemischer (DL-)- 
Milchsaiure[CH,CHOH™“COOH] radioaktive Cellulose lieferte, bei deren Hydrolyse 
eine symmetrisch — vorwiegend in C,3) und Cy) — markierte Cellulose entstand, 
lassen auf einen Aufbau der letzteren aus 2 C,-Fragmenten schlieBen. 

Die Cellulose-Synthese bendtigt als endergoner ProzeB zu seinem Ablauf freie 
Energie, und zur Gewinnung derselben wird die als einzige Energiequelle vorhandene 
Hexose nach Phosphorylierung in C;-Stiicke zerlegt. DaB letztere zum Teil auch zur 
Cellulose-Bildung Verwendung finden kénnen, berechtigt jedoch noch nicht zur 
Annahme, da die Cellulose-Synthese unbedingt tiber C,-Bruchstiicke gehen miisse, 
worauf WeraL (1961) mit Recht hingewiesen hat. Denn den unverinderten Einbau 
der Glucose in die Cellulose hat schon GREATHOUSE (1957) mittels C,,)-markierter 


Glucose festgestellt, da 96°/, der Cellulose das Kohlenstoff-Isotop ebenfalls in Cy) 
aufwiesen. 


c) Die Beschaffung der Energie zur Biosynthese 
der Glucose 


Die Cellulose-Synthese bendtigt als endergoner ProzeB, der mit einer Zunahme 
an freier Enthalpie verbunden ist, eine Energie-Zufuhr, die entweder aus energie- 
reichen Bindungen stammt oder durch gleichzeitig ablaufende exergone Prozesse zur 
Verfiigung gestellt wird. Unter den fiir die Energie-Lieferung in Betracht kommen- 
den energiereichen Bindungen kommt vor allem eine Phosphat-Bindung im A7'P in 
Betracht, die entstehen kann am EMP-Weg bzw. den Glucosemonophosphat-shunts, 
ferner bei den Siiure-Cyclen, insbesondere dem Citronensiure-Cyclus, und vor allem 
bei der Atmungsketten-Phosphorylierung, bei der es je transportiertem Elektronen- 
paar zur energiereichen Bindung von 3 Molen Phosphat kommen soll, sofern der 
OxydationsprozeB tiber Pyridinnucleotide, Flavinenzyme und das Cytochrom- 
System samt Cytochrom-Oxydase verliuft (vgl. Rernarrz 1960). 

Wie nun ScuramM, Kiypas u. Rackur (1958) an A. aylinus zeigen konnten, 
verfiigt diese Essigsiiturebakterienart anscheinend nicht tiber F6P-kinase, wodurch 
ihr der EMP-Weg versperrt ist, jedoch iiber eine F6P-phospho-ketolase, die 
die Kinschleusung in den F6P-shunt bewirkt, der iiber Pentosephosphate liuft [vgl. 
Schema auf 8.89: (18), (16), (15), (14), (13), (19), (4), (3*)] und ebenso wie der 
EMP-Weg je Mol F6P 3 Mole ATP bzw. je Mol Glucose 2 Mole ATP liefert, die nach 
Reaktion (20) des genannten Schemas aus Acet ylphosphat entstehen, wobei die 
gebildete Essigsiiure iiber den Krebs-Cyclus und die Atmungskette bis zu CO, und 
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H,O oxydiert und hierbei die Hauptmenge an ATP gebildet wird. Die Atmungs- 
kettenphosphorylierung diirfte beim F6P-AcP-Weg wesentlich ergiebiger an freier 
Enthalpie als beim EMP-Weg sein. 

Ob die Biosynthese der Cellulose beim A. acetigenus ebenfalls tiber den F6P-AcP- 
Weg verliuft, ist ebensowenig geklart wie die weitere Frage, ob bei gleichzeitiger 
Darbietung von Glucose und Athanol die durch die Oxydation des letzteren verfiig- 
bare Energie zur Cellulose-Synthese verbraucht werden kann. Letzeres ist jedoch 
wahrscheinlich, sofern die terminale Oxydation der hierbei primar entstandenen 
Reaktionsprodukte iiber die Atmungskette verliuft. Scuramm u. Mitarb. (1958) 
haben nur festgestellt, daB aus Athanol baw. Acetat allein durch A. xylinus Cellu- 
lose nicht gebildet wird. 


d) Derzeitiger Stand unserer Kenntnisse 
iiber die Biosynthese der Cellulose 


Zusammenfassend ergibt sich demnach folgendes Bild der Cellulose-Synthese: 
Die in die intakte Zelle permeierte Glucose wird durch A7'P phosphoryliert und als 
G6P — wahrscheinlich iiber G1P — zur Synthese von UDP- Glucose verwendet, 
aus der mittels einer Transglucosidase tiber Cellobiose, Cellotriose usw. der stufen- 
weise Aufbau der Cellulose erfolgt. Da die letzten Phasen dieser Cellulose-Synthese 
extracellular ablaufen, mu eine permeable Vorstufe zwischengeschaltet sein. 
Scuramm, Gromer u. HestRin (1957) nehmen an, daB die Vorstufe ein Derivat des 
Glucosephosphats sei, in dem die Phosphat-Gruppe durch ein Radikal ersetzt ist, 
wodurch der Transport durch die Zellwand erleichtert werden soll, und Werct (1961) 
meint, daB die aus der Bakterienzelle austretende Vorstufe ein Glucose-donator sei, 
von dem aus die durch eine Transglucosidase katalysierte Glucose-Ubertragung auf 
B-Oligosaccharide bzw. Cellodextrine extracellulir erfolgt. Bei der intakten Zelle 
entstammt das ATP der Atmungsketten-phosphorylierung, die bei zellfreien Prapa- 
raten nicht stattfindet, weshalb in diesen Fallen die Cellulose-Synthese unterbleibt, 
sofern nicht ATP hinzugefiigt wird. Fehlt dem Organismus F6P-kinase, wie es bei 
A. xylinus der Fall zu sein scheint, dann erfolgt der Abbau iiber den F6P-AcP-Weg, 
der iiber Erythrose-4-P, Pentose-phosphate, Sedoheptulose-7-P und Glycerin-3-P 
guriick zu F6P fiihrt, wobei je Mol Hexose 3 Mole Acetylphosphat geliefert werden 
konnen. 


II. Die Synthese von Acetoin 


Uber die Bildung von Acetoin(Methyl-acetyl-carbinol; 3-Hydroxy-butanon-2) 
durch Essigsiurebakterien, die schon von vielen Forschern beobachtet wurde und 
zufolge SroUTHAMMER (1959) vor allem bei der Rancens- und Mesoxydans-Gruppe 
yorkommt, verdanken wir Dx Luy (1959) umfassende Untersuchungen, bei denen 
pu-Lactat als hauptsiichlichste C-Quelle Verwendung fand. Von den gepriiften 
44 Acetobacter-Stammen bildeten die Vertreter der Rancens- Gruppe, namlich A. ran- 
cens, A. pasteurianus und A. ascendens Acetoin bis zu 74°/, des theoretischen Be- 
trages, alle tibrigen Arten nur in wesentlich geringerer Menge. Die Acetoin-Synthese 
aus Pyruvat war in zellfreien Praparaten, die mittels Ultraschalls gewonnen worden 
waren, bei ungefihr pa7 optimal, wobei Thiamin-pyrophosphat (TPP) 
stimulierend wirkte. Es konnte nachgewiesen werden, daB von den Essigsaure- 
bakterien beide fiir die Acetoin-Synthese durch andere Organismen bekannten 
Reaktionswege beschritten werden kénnen, namlich (I) die Synthese mittels Acetats, 
die eigentliche Carboligase-Wirkung, sowie (II) die Synthese tiber die Acetyl- 
milchsiure bzw. das Aceto-lactat, deren Vorkommen bei Essigsiurebakterien 
schon Rao (1955) vermutet hatte. 


102 ALEXANDER JANKE: 


In beiden Fallen wurde die Bildung eines ,,aktivierten“ Acetaldehyds angenom- 
men; zunichst dachte man an einen Acetaldehyd-Thiamin-Komplex, doch nach den 
Feststellungen von Houzer u. BEAucAMP (1959) handelt es sich um das «- Hydroxy- 
athyl-2-thiamin-pyrophosphat (a-CH,CHOH-2-TPP), das zufolge CaRLSON u. 
Brown (1960) in Mikroorganismen natiirlich vorkommt. Diese Verbindung soll 
durch Decarboxylierung einer ,,aktivierten* Brenztraubensaure(«-Lactyl- 
2-TPP) entstehen, gem den Gleichungen: 


CH,COCOOH + HTPP!—> CH,C(OH)COOH 


TPP 
CH,C(OH)COOH > CH,C(OH)H + CO, 
PP ‘ppp 


I. Acetaldehyd-Weg: CH,CH(OH) + CHOCH,-> CH,COCH(OH)CH, 
nae + TPPH 


II. Acetolactat-Weg: 
CH,CH(OH) + CH,COCOOH — CH,C(OH)COOH + HTPP 


PP \cocH 
CH,C(OH)COOH > CH,CH(OH)COCH, + CO, 
‘cocn, 


Der Weg II kénnte vielleicht auch von der ,,aktivierten“ Brenztraubensiure 
seinen Ausgang nehmen: 


2 CH,C(OH)COOH > CH,C(OH)COOH + 2 HTPP + CO, 
PP \cocH, 


Wegen des enzymatischen Mechanismus des Lactat-Stoffwechsels bei A. peroay- 
dans sei auf Dr Lry u. SCHELL (19594) verwiesen. 


III. Die Aufnahme der Kohlensiure 


Wahrend es sich bei dem durch RasumorskKaJA u. ByHLOUSOWA (1952) an Essig- 
siurebakterien erstmalig festgestellten CO,-Bedarf um A. schwetzenbachii, also 
wahrscheinlich um ein haplotrophes Essigsiiurebakterium der Mesoxydans-Gruppe 
handelte und bei Gsur (1953), der die Aufnahme des CO, in die Bakterienzelle 
mittels radioaktiver “CO, nachwies, die Species nicht bekannt war, ist der durch 
Wiame, Harprany u. Doruny (1959) neu isolierte A. acidophilus anscheinend zur 
Suboxydans-Gruppe zu rechnen, da er Acetat nicht zu oxydieren vermag; freilich 
paBt zu dieser Gruppen-Zuordnung — ganz abgesehen von dem Mangel an Kata- 
lase — das schwache Oxydationsvermégen gegentiber Glucose und die giinzlich 
fehlende Fahigkeit zur Dehydrierung mehrwertiger Alkohole wenig. Da die Art 
wegen des Unvermégens zur Acetat-oxydation nicht haplotroph sein kann, schei- 
nen — entgegen der Erwartung des Verfassers (JankE 1960) auch Essigsiure- 
bakterien hoherer Ernihrungsanspriiche zum CO,-Einbau befihigt zu sein. Wahrend 
zufolge Wr1aME u. Mitarb. (1959) bei A. acidophilus trotz einem komplexen Hefe- 
extraktmedium CO, in einer Menge von 1°/, der eintretenden Luft nétig war, wobei 


* Der Wasserstoff am C,.;-Atom der Thiazol-Komponente des Thiamins ist 
besonders herausgehoben. 
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das CO, nicht erwartungsgemaB zur Synthese der Glutaminsaure und der Asparagin- 
siure, sondern vielmehr zu jener der basischen Aminosauren Verwendung fand, 
konnten SCHLEGEL, LAFFERTY u. STELLMACH-HeLwic (1961) an Essigsiiurebakterien 
der Peroxydans-, Mesoxydans- und Suboxydans-Gruppe nur eine so geringe CO,- 
Aufnahme feststellen, daB eine Beteiligung derselben an der Zellsubstanz-Synthese 
wohl schwerlich anzunehmen ist. Beachtenswert erscheint der Umstand, dafs sowohl 
die oben genannten russischen Forscher als auch WIAME u. Mitarb. (1959) ihre 
Essigsiurebakterien aus Schnellessigstandern isolierten, was vermuten 1aBt, dab es 
sich beim verstarkten CO,-Einbau um ein Anpassungs- oder Selektionsphanomen 
handelt. 


C. Nomenklatur, Systematik und Evolution der Essigsdurebakterien 
I. Die Art der BegeiBelung als Unterscheidungsmerkmal 


1. BegeiBelungstypen 

Nachdem bereits Larar (1913) fiir die Essigsiiure-Bakterien die Existenz von 
Arten mit polarer und von solchen mit peritricher BegeiSelung in Betracht gezogen 
hatte, gelang es erst in neuerer Zeit LEIFSON (1954) mittels der von ihm (1951) ent- 
wickelten Fairbemethode tatsichlich zweierlei BegeiBelungstypen bei Essigsdure- 
bakterien festzustellen, nimlich eine lophotriche mit 3—8 GeiBeln, die eine Wellen- 
linge von 1,2 aufwiesen, und eine peritriche BegeiBelung mit relativ wenigen 
GeiBeln von einer viel gréBeren Wellenlinge (2,9 u). SHIMWELL (1958), der die 
Feststellungen Letrsons im wesentlichen bestiitigen konnte, fand jedoch auch peri- 
triche Formen mit vielen seitlichen GeiBeln von kurzer Wellenlinge (1,4 4) und 
ferner polare Formen mit nur einer GeiBel. 


2. Die Gattungsbezeichnungen Acetomonas und Gluconobacter 


Unter den eine Kigenbewegung aufweisenden Essigsiurebakterien zeigen bloB 
jene der Suboxydans-Gruppe eine polare BegeiBelung, die — wie bereits LEIFsON 
(1954) feststellte — mit der Unfahigkeit zur Uberoxydation verkniipft erscheint. 
Lerrson hatte vorgeschlagen, die Suboxydans-Gruppe aus der Gattung Acetobacter 
auszuscheiden und unter der neuen Gattungsbezeichnung Acefomonas 2u fihren. 
Verfasser (JANKE 1957) wies auf den Umstand hin, da bereits ORLA-J ENSEN (1909) 
den Namen Acetimonas fiir Essigsiurebakterien benutzte. Die von SHIMWELL u. 
Carr (1959) vorgebrachten Argumente fiir die Verwerfung des Genus Acetimonas 
sind insoweit berechtigt, als sich bei OrRLA-JENSEN (1909) keine Beschreibung des 
Genus und auch kein Typus angegeben findet ; der Unterschied im Bindevokal (i statt 
o) hingegen wiirde keine Verwerfung der Gattung rechtfertigen, vielmehr blo8 eine 
orthographische Korrektur notig machen. 

Das vorgeschlagene Genus Acetomonas Leifson em. Shimwell et Carr (1959) wire 
demnach dadurch gekennzeichnet, daf die zu ihm gehorigen Bakterien: 1. im 
Falle einer Higenbewegung polar begeiBelt sind; 2. Athanol zu Essigsiure dehydrie- 
ren, letztere aber nicht weiter bis zu CO, und H,0 zu oxydieren vermégen, da sie 
einen Carbonsiure-Cyclus entbehren (vgl. JANKE 1957; SHIMWELL u. Carr 1960c), 
woraus sich auch das Fehlen der Haplotrophie erklart; 3. anscheinend. blo8 tiber 
ein vereinfachtes Cytochrom-System (Cyt.o) verfiigen, das der a-Cytochrome 
ermangelt (vgl. JANKE 1957, 1960); 4. aus Glucose meist kraftig Gluconsaure 
bilden; 5. ein stark ausgebildetes ketogenes Verhalten zeigen und 6. zufolge 
Jousrrt, Bayens u. De Ley (1961) zum Abbau von Aminosauren nicht befahigt 
sein sollen. Als Typus wurde durch SHIMWELL u. Carr (1959) die am lingsten 
bekannte Essigsiurebakterien-Art ohne Vermégen zur Acetatoxydation, namlich 
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A. oxydans Henneberg vorgeschlagen, dem die neue Bezeichnung <Acetomonas 
oxydans (Hbg) Leifson em. Shimwell et Carr zukommen wiirde. 


Das vorgeschlagene Genus Gluconobacter Asai em. Asai et Shoda (1958). Da die — 
Mehrzahl der polar begeiBelten Essigsiurebakterien bei einem relativ geringen 
Dehydrierungsvermégen von Athanol zu Essigsiure eine besonders stark aus- 
gepriigte Fihigkeit zur Gluconsiure-Bildung aufweisen, empfahlen Asat u. SHODA 
(1958) fiir diese Essigsiure-Bakterien die Genusbezeichnung Gluconobacter Asai zu 
benutzen, wobei durch Einbeziehung der bisherigen Gluconoacetobacter-Species das 
erweiterte Genus Gluconobacter. Asai et Shoda entstand. Dieser bereits von 
Dz Ley anerkannten Gattung kommt aufer den oben fiir Acetomonas angegebenen 
Merkmalen, die mit jenen der Suborydans-Gruppe nach FRaTEvR tibereinstimmen, 
auch noch die Rotfirbung mit FeCl,-Lésung zu, die von allen Gluconobacter-Arten 
in fliissigen mit Kreide versetzten Hexose-(besonders Fructose-)Medien gegeben 
werden soll. Neben letzterer Reaktion besteht der Unterschied zwischen Acetomonas 
und Gluconobacter Asai et Shoda vor allem in der Rangordnung der Merkmale. 
Wiihrend fiir Acetomonas die Athanol-Siiuerung und die polare BegeiBelung sowie die 
Unfahigkeit zur Acetat-Oxydation am wesentlichsten sind, steht bei Gluconobacter 
die Gluconsiure-Bildung aus Glucose an erster Stelle, der sich die Athanol-Sauerung, 
die Rotfirbung mit FeCl, und die nichtperitriche BegeiBelung anschlieBen, wahrend 
der Fahigkeit zur Weiteroxydation von Acetat eine geringere Bedeutung zukommt. 
Dies auRert sich vor allem darin, dai Gluconobacter-Arten bekannt sind, die — wie 
G. liquefaciens Gl, G. melanogenus AC-8 und G. melanogenus U4 — wegen ihres Ver- 
mogens zur Acetat-Oxydation und ihres gemischten, d.h. teils polaren, teils late- 
ralen BegeiBelungstypus! nicht zu Acetomonas gerechnet werden kénnen, vielmehr 
einen Ubergang zu Acetobacter darstellen. Sofern das Genus Gluconobacter Asai em. 
Asai et Shoda mit dem Typus G. oxydans (Hbg) Asai et Shoda anerkannt werden 
sollte, diirfte es sich empfehlen, innerhalb dieser Gattung die beiden Biotypen 
G. oxydans und G. liquefaciens zu unterscheiden. Oder es kénnte eine Gliederung des 
Genus in die beiden Gruppen (oder Subgenera) Suboxydans und Transoxydans vor- 
genommen werden, je nachdem ob die Oxydation durch die zugehérigen Bakterien 
auf der Acetat-Stufe stehen bleibt oder iiber dieselbe hinausgeht. 


Der Gattung Gluconobacter wiirde nach Ansicht des Verfassers der Vorzug vor 
Acetomonas gebiihren, sofern alle hierzu zu rechnenden Staimme eine ausgesprochene 
Glucose-Oxydation und méglichst auch eine positive FeCl,-Reaktion zeigen, und die 
Gluconsaure- Bildung entwicklungsgeschichtlich alter als die Athanol-Oxydation ist. 


Die Entscheidung zwischen Acetomonas und Gluconobacter wird zunachst noch 
weiter erschwert durch die von Wramn, Harpiany u. Dorney (1959) aufgestellte 
Art A. acidophilus, die — sofern man das Unvermégen zur Katalasebildung nicht 
beriicksichtigt — wegen ihrer Unfihigkeit zur eindeutigen Acetat-Oxydation zur 
Suboxydans-Gruppe und daher auch zu Acetomonas gerechnet werden miifte, 
jedoch wegen ihres starken Siiuerungsvermégens gegeniiber Athanol und der nur 
sehr geringen Fiihigkeit zur Glucose-Oxydation schwerlich als eine Gluconobacter-Art 
bezeichnet werden kann. Bevor diese Unklarheiten nicht behoben sind, sollte keine 
Entscheidung in der Gattungsbezeichnung fiir die Suboxydans-Gruppe getroffen 
werden. Es diirfte sich empfehlen, spiterhin das ,,International Committee on 
Bacteriological Nomenclature‘ mit dieser Angelegenheit zu befassen. 


; * Bei einer im Institute des Verfassers vorgenommenen Projektion von Geifel- 
priparaten (Farbpriiparaten und elektronenmikroskopischen Aufnahmen), die Herr 
Prof. Asat nach Wien mitgebracht hatte, konnte bei den genannten Stammen zum 


Teil eine subpolare bis gemischte (sogenannte degeneriert peritriche) BegeiB®elung 
festgestellt werden. 
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3. Acetomonas (bzw. Gluconobacter) und Pseudomonas 
in threr gegenseitigen Abgrenzung 


Das vorgeschlagene Genus Acetomonas wiire — wie schon Letrson (1954) richtig 
bemerkte — in die Familie Pseudomonadaceae einzuordnen. Es war daher nétig 
festzustellen, ob eine klare Abgrenzung der Gattung Acetomonas vom Genus Pseudo- 
monas moglich ist. Den schon von FraTEuR (1950) angegebenen fiir Pseudomonas 
positiven Kriterien, die Acetomonas fehlen, namlich der Fahigkeiten 1. zum 
Protein-Abbau und daher auch zur Gelatine-Verfliissigung sowie 2. zur Bildung 
eines wasserléslichen gelbgriin fluorescierenden Pigments, das aber nicht bei allen 
Pseudomonas-Arten ausgebildet wird, und endlich 3. zur Vermehrung auf Pepton- 
Agar und Kartoffeln haben SHIMWELL, CaRR u. RHODES (1960) noch 4. das Ver- 
moégen zur Oxydation von Lactat zu Carbonat hinzugefiigt. Von letztgenannten 
Autoren stammen auch folgende Kriterien, die fiir Acetomonas charakteristisch sind, 
den Pseudomonas-Arten aber ermangeln, nimlich 1. die Fihigkeit bei emem An- 
fangswert von pu4,5 zu wachsen; 2. das Vermogen, auf Athanol-CaCO,-Agar- 
Platten Séure zu produzieren und 3. die Fahigkeit, in Glycerin-Medien Dihydroxy- 
aceton zu bilden und anzuhiufen. 


4, Das Genus Acetobacter Beijerinck emend. Leifson* 


Dieses Genus wiirde nach dem Ausscheiden der Suboxydans-Gruppe jene 
Bakterien umfassen, die 1. im Falle einer Higenbewegung peritrich begeiBelt sind ; 
2. Athanol zu Essigsiiure dehydrieren und letztere weiter bis zu CO, und H,O zu 
oxydieren vermégen, da sie tiber einen Carbonsaure-Cyclus verfiigen, wozu noch ein 
zusammengesetztes Cytochrom-System kommt. 


Il. Bakterien-Variabilitit und Art der Merkmale 
1. Die Variabilitét der Acetobacter-Arten 


Die Variabilitit der Essigsiiurebakterien kann sich in durch Umwelteinfliisse 
bewirkten Modifikationen, die nicht erblich sind und nur den Phinotypus betreffen, 
iuBern. Haufiger jedoch scheint die Variabilitét genotypisch bedingt und daher 
erblich zu sein und tritt meist diskontinuierlich als Mutation auf, wobeies sich vor 
allem um Spontanmutationen handelt. Die hierbei entstehenden Mutanten 
werden entweder durch Selektion angereichert oder sie verschwinden wieder, je 
nachdem ob sie der Umwelt besser oder schlechter als die Ausgangsform angepat 
sind; sie konnen sich auch neben der Wildform in den aufeinanderfolgenden Popula- 
tionen behaupten und unter geeigneten dkologischen Bedingungen wieder starker in 
Erscheinung treten. Um solche durch Sclektionswirkung entstandene mutative 
Mischpopulationen diirfte es sich in den durch Suimws=tt (1956, 1957, 1959) sowle 
SHIMWELL u. CARR (1960a,b) beobachteten Fallen gehandelt haben. Diese Forscher 
stellten namlich an einer Reihe von Acetobacter-Arten ein ungemein mannigfaltiges 
Variationsvermégen fest. Selbst die Reinkulturen namhafter Sammlungen erwiesen 
sich als Gemische verschiedener Arten, unter denen sich auch solche fanden, die 
einer anderen Gruppe des Frateurschen Systems angehérten als der Nominalstamm. 
Aus einem Stamm von A. rancens wurden sogar Mutanten erhalten, die das wesent- 
lichste Merkmal der Essigsiurebakterien, nimlich die Fahigkeit, Athanol zu Essig- 
saiure zu dehydrieren, eingebiibt hatten. Aus einer solehen ,Quasi-Acetobacter**-Art 
(SHIMWELL u. CARR 1960a), die mit Jod die Stiirkereaktion gab, entstanden um- 
gekehrt zwei echte Acetobacter-Arten, die von A. pastewrianus und A. rancens nicht 


1 Der Vorgang von SHIMWELL u. Carr (1959), dieses Genus Acetobacter Leifson 


zu nennen, verstékt gegen Regel 15 der Nomenklatur-Vorschriften. 
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zu unterscheiden waren. Die Entstehung der »,Quasi-Acetobacter“-Arten war be- 
gleitet von der Bildung angeschwollener Abweichungsformen, die zum Teil an 
large bodies“ erinnerten, so daB mit der Moglichkeit gerechnet werden muB, daB 


es sich bei den ,,Quasi-Acetobacter‘‘-Arten um bisher unbekannte Entwicklungs- 


zustinde der Essigsiurebakterien handelt. SHIMWELL u. Carr (1960a) sehen in der 
Existenz der ,,Quasi-Acetobacter“‘-Arten eine Demolierung des Genus Acetobacter. 


2. Unméglichkeit des Klassifizierens von Bakterien? 
SHIMWELL u. Carr (1960b) haben die Frage aufgeworfen, ob auch bei anderen 


Bakterien-Gattungen eine ahnlich hohe Mutationsrate wie bei Acetobacter anzu- — 


treffen ist. Zur Klirung dieser Angelegenheit untersuchten die beiden genannten 


Forscher elf zufillig ausgewihlte Staémme der folgenden zehn Gattungen: Achromo- — 
bacter, Clostridium, Erwinia, Flavobacteriwm, Gluconobacter, Lactobacillus, Photo- 
bacterium, Pseudomonas, Serratia und Zymomonas. Aus der Mannigfaltigkeit — 


abweichender Kolonie-Formen wurde auf eine hohe Mutationsrate geschlossen, 
wobei jedoch eine Untersuchung auf Korrelation mit anderen Eigenschaften nur bei 
vier Stiimmen vorgenommen wurde. Daraus den SchluB zu ziehen, daf Species von 
Bakterien grundsitzlich nicht zu klassifizieren seien, scheint zu weit gegangen. 

Wohl aber ist SHmmwE Lt u. Carr (1961) beizupflichten, daB die Aufstellung von 
Typen fiir Gattungen bei Bakterien infolge des viel haufigeren Auftretens von Muta- 
tionen als bei hdheren Lebewesen fiir die Einbeziehung der Bakterien in das natiir- 
liche System der Organismen eine wesentliche Erschwernis bedeutet, die durch ein 
allzu starres Festhalten an historischen Gegebenheiten (zeitliche Prioritit) noch 
erhéht wird. 


3. Entwicklungsgeschichtlich bedeutsame Merkmale 


Wenn der Zweck eines Systems der Bakterien bloB deren Klassifizierung wire, 
dann diirfte wohl der schon einst vorgeschlagene Weg der Zuordnung je einer Ziffer 
zu einem Merkmal und die Wiedergabe der Gesamtheit der Merkmale durch eine 
Ziffernfolge zum Ausdruck zu bringen, am einfachsten sein; dann kénnte man auch 
mit SNEATH (1957) und Dr Lry (1961) alle Merkmale als gleichwertig betrachten. 
Sofern jedoch die Bakteriologie in Ubereinstimmung mit der Systematik der iibrigen 
Lebewesen ein natiirliches System, d.h. ein solches, das die Entwicklungsgeschichte 
der Organismen auf der Erde zurRichtschnur nimmt, anstrebt, liegen die Verhaltnisse 
wesentlich anders. In diesem Fall hat man es nicht mit gleichwertigen Merkmalen 
zu tun, vielmehr sind dieselben auf ihr voraussichtliches entwicklungsgeschichtliches 
Alter bzw. ihre eventuelle Bedeutung fiir die Evolution der Bakterien zu priifen. 

Wenn bei einer Gattung, wie Acetobacter, Merkmale mutieren, die zu den fiir die 
Charakterisierung der Gattung entscheidenden zihlen, wie dies bei den ,,Quasi- 
Acetobacter‘‘-Stammen zutrifft, dann ist wohl die Frage berechtigt, ob diesem Merk- 
mal eine so groBe entwicklungsgeschichtliche Bedeutung zukommt, daB es zur 
Definition der Gattung benutzt werden kann. Im vorliegenden Fall ist diese Frage 
um so mehr berechtigt, als durch die Feststellungen der letzten Zeit die Suboxydans- 
Gruppe in eine andere Gattung als die iibrigen Gruppen der Essigsiurebakterien 
eingereiht werden muB. Im Hinblick auf die beabsichtigte Heranziehung des Genus 
Gluconobacter Asai et Shoda fiir die Kennzeichnung einer Gruppe von Essigsiure- 
bakterien wiire die Kenntnis des relativen Alters der Glucose- und Athanol-Siuerung 
sowie der Acetat-Oxydation von Wichtigkeit, um so feststellen zu kénnen, welchem 
der genannten Merkmale der Altersvorrang gebiihrt. 


Ill. Die Evolution der Bakterien 


Fir die Evolution der Lebewesen sind in erster Linie Mutation und Selektion 
mafgebend. Die letztere kann nur dann eingreifen, wenn die durch die Mutation 
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herbeigefithrten genetischen Anderungen von solchen des Phanotypus begleitet sind 
- wenn dieselben fiir die Lebenshaltung der betreffenden Organismen Vorteile 
ieten. 


1. Mikro- und Makro-Evolution 


In der Entwicklungsgeschichte der Lebewesen kann zwischen infraspezifischer 
und transspezifischer Evolution (RENscH 1947) unterschieden werden. Bei der 
infraspezifischen oder Mikro-Evolution, die sich in nur wenig zuriickliegen- 
den Zeitabschnitten abgespielt hat und auch in der Jetztzeit noch vorkommt, han- 
delt es sich um relativ geringfiigige Anderungen des Geno- und Phinotypus, die 
infolge besserer Anpassung an die Umwelt durch Selektion zu einer zunehmenden 
Spezialisierung der Funktionen fihren. In diesem Falle sind dem Anscheine 
nach vorwiegend Verlustmutationen wirksam, die den nichtbetroffenen Merk- 
malen einen Selektionsvorteil verschaffen. Auf einer solchen ,,regressiven“ Evolu- 
tion sind offenbar die durch Dz Luy (1961) eingehend bearbeiteten Unterschiede 
im oxydativen Vermégen der Essigsiiurebakterien gegeniiber verschiedenen C-Ver- 
bindungen zuriickzufiihren. 

Der Schauplatz der sogenannten transspezifischen oder Makro-Evolution 
mu in weit zuriickliegende Zeitepochen verlegt werden, in denen es durch gewaltige 
Anderungen der Umwelt zu Wandlungen bedeutenderen Ausmafes im Geno- und 
Phanotypus gekommen ist, denen neue Gattungen, Familien oder Taxa noch héherer 
Ordnung ihre Entstehung verdanken. Bei den Bakterien ist die Aufspiirung dieser 
Wandlungen mit wesentlich gréBeren Schwierigkeiten als bei den héheren Organis- 
men verbunden, weshalb man sich zur Zeit meist mit Vermutungen begniigen muB. 
Und doch gibt es in der Entwicklungsgeschichte der Erde ein Ereignis, das auf die 
damals lebenden Organismen nicht ohne Einflu8 geblieben sein kann, namlich der 
Ubergang vom Leben im Wasser zum Landleben, der bei anderen heute lebenden 
Organismen, wie z.B. den Pilzen, durch Zwischenformen noch nachweisbar ist. 
Unter den Mikroorganismen sind aber jene mit polarer BegeiSelung dem Wasser- 
leben am besten angepaBt, wie sich dies z. B. bei den Zoosporen der Pilze zeigt, wes- 
halb man auch unter den Bakterien die polar begeifSelten als die entwicklungs- 
geschichtlich altesten wird betrachten miissen (vgl. Brssur 1952, 1955). Diese 
Ansicht erscheint auch durch den Umstand gestiitzt, dal die ebenfalls aus einer 
friihen Entwicklungsperiode stammenden C-autotrophen Bakterien meist polar 
begeiBelt sind. 

Der Umstand, daB bei der synthetischen Erzeugung sogenannter Protenoide 
vorwiegend kugelige Gestalten erhalten wurden (vgl. Fox 1960), ist fiir die Beur- 
teilung der Evolution der Essigsiurebakterien insofern ohne Bedeutung, als es sich 
bei den Protenoiden um vorbiologische Gebilde handelt. 

Aber auch in der Energie-Beschaffung werden im Laufe der Evolution 
Anderungen eingetreten sein. Mit Recht hat Barron (1952) darauf hingewiesen, dai 
die verschiedenen Abbauwege fiir die Kohlenhydrate Stufen in der Evolution der 
Organismen darstellen diirften, wobei mit zunehmender Organisationshéhe die 
Energieausnutzung jkonomischer wurde. Den einfachsten und primitivsten Weg 
stellt offenbar die direkte Dehydrierung ohne Phosphorylierung dar, auf 
welchem Wege verschiedene ahnlich gebaute Stoffe umgesetzt werden konnen, 
jedoch mit nur geringer Ausbeute an freier Enthalpie. Eine dékonomischere Energie- 
Gewinnung wird durch die Phosphorylierung erreicht. Der EMP- Weg fithrt den 
Abbau der Kohlenhydrate tiefer, wobei er C,- und C,-Bruchstiicke schafit. Die 
Pentosephosphat-Wege ljefern noch weitere Metaboliten mit 4,5 und 7 C- 
Atomen, wodurch die Synthese lebenswichtiger Zellsubstanzen ermoglicht bzw. er- 
leichtert wird. Aber in beiden Fallen kann die Energie der C,-Verbindungen, vor 
allem der Acetate nicht ausgenutzt werden; doch diirfte die Okonomie der Energie- 
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Verwertung bei den makroevolutionaren Vorgiingen eine relativ geringe Rolle gespielt 
haben im Vergleich zur Raschheit der Vermehrung, durch die bei entsprechender 


Anpassung der Organismen an die Umwelt ein wesentlicher Selektionsvorteil erzielt 


werden konnte (vgl. PARDEE 1961). Es ist daher ohne weiteres verstindlich, daB die 
polar begeifelten Essigsiurebakterien beziiglich der Verwertung der C-Verbindungen 
noch wenig spezialisiert sind, also eine Menge verschiedener C- Quellen verarbeiten 
konnen, jedoch nur mit einem geringen energetischen Nutzungsgrad, da die Abbau- 


vorginge auf Zwischenstufen, vor allem auf der Acetat-Stufe stehenbleiben. Die 


Verwertung der Acetate war erst méglich, nachdem die Carbonsiure-Cyclen zur 
Verfiigung standen, von denen der Tricarbonsaéure-Cyclus wohl den héchsten 
Grad der Ausnutzung der in den Kohlenhydraten enthaltenen Energie gestattet. 


Wie jedoch aus den Versuchen von SrouTHAMER (1961) iiber den ATP-Ertrag— 
bei der Hexose-Oxydation durch Gluconobacter liquefaciens hervorgeht, diirfte die — 
Energie-Ausnutzung durch Essigsiurebakterien iiber den Pentose- und Tricarbon-— 
siure-Cyclus bzw. tiber die Atmungskette wesentlich ungiinstiger als bei héheren — 


Lebewesen sein; freilich mu8 bedacht werden, daB G. liquefaciens als Ubergangs- 
form von der Suborydans- zur Mesoxydans-Gruppe noch auf einer relativ niedrigen 
Entwicklungstufe mit schlechter Energieausnutzung stehengeblieben sein diirfte. 


Die Pentose-phosphat-Wege sind vom entwicklungsgeschichtlichen Stand- . 


punkt aus besonders instruktiv. Der Pentose-Cyclus erméglicht einerseits im 


Zusammenwirken mit der terminalen Oxydation eine relativ gute Energieversor- — 


gung, anderseits stellt er die zu Synthesen bendtigten Bausteine, vor allem Pentosen, 


in reichlicher Auswahl zur Verfiigung. Als nun im Laufe der Evolution durch den ~ 


Erwerb der Fahigkeit zur energetischen Acetat-Nutzung mittels der Saiurecyclen, 
insbesondere des ‘Tricarbonsiiure-Cyclus, eine noch bessere Energieversorgung 
erméglicht wurde, erfuhr der Pentose-Cyclus durch Ubergang in den FP-AcP-Weg 
eine derartige Abanderung, da sich unter Beibehaltung der Baustein-Lieferung fiir 
Zwecke der Synthese neben der Ausbildung energiereicher P ~ Bindungen der 
Schwerpunkt der Energiegewinnung auf die Siiurecyclen verlagerte. Noch weiter 
scheint der RiickbildungsprozeB des Pentose-Cyclus in der Peroxydans-Gruppe 
fortgeschritten zu sein, da zufolge Dm Ley (1958) dieser Cyclus bei A. peroxydans 
nur mehr der Bereitstellung von Synthese-Bausteinen dient. 


DaB derzeit — wie Du Lry (1961) ausfiihrt — ein ,,Trend‘‘ zur Annahme von 


Verlust-Mutationen besteht, hat darin seine Ursache, daB die heutzutage auf- — 


tretenden Mutationen ausschlieBlich zu einer Mikro-Evolution fiihren, fiir die eben 
die Verlust-Mutationen charakteristisch sind, wahrend bei den weit zuriickliegenden 
Fallen einer Makro-Evolution auch positive Mutationen, d.h. solche, die zu Neu- 
erwerbungen, wie z. B, zur Schaffung neuer biosynthetischer Reaktionswege fiihren, 
wirksam gewesen sein miissen. Wenn man nach mikroevolutioniiren Merkmalen 
Mikroorganismen gruppiert, ohne die vorausgegangene Entwicklung zu beriicksichti- 
gen, kann man nur allzu leicht zu unrichtigen Ergebnissen gelangen. Hiitte Dr Ly 
(1961) bei seinem Versuch, die Kohlenhydrat-Oxydation phylogenetisch zu ver- 
werten, nicht auf die makroevolutioniiren Merkmale — wie polare BegeiBelung und 
Mangel an Acetat-Oxydationsvermégen — Riicksicht genommen, so waren manche 
Arten der Suboxydans-Gruppen in engere Beziehung zu solchen der Rancens-Gruppe 
gekommen, obwohl dieselben wahrscheinlich aus verschiedenen Zeitperioden stam- 
men. Kin Gleiches kann sich aber nun auch bei den Arten der Rancens-, Mesoxydans- 
und Peroxydans-Gruppe ereignen. Solange man nicht iiber die bei Essigbakterien 
vorkommenden Flavin-Enzyme und Cytochrom-Systeme sowie iiber deren Rolle bei 
der Evolution genauer orientiert ist, sollte man eine Gruppierung nach einem ent- 
wicklungsgeschichtlich so jungen Merkmal, wie es zweifelsohne die Spezialisierung 
auf bestimmte Kohlenhydrate ist, zuniichst noch unterlassen, womit aber keines- 
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wegs bestritten werden soll, daB die Untersuchungen Dp Liys wertvolle experimen- 


telle Ergebnisse geliefert haben; nur ihre phylogenetische Auswertung erscheint 
verfriht. 


2. Die entwicklungsgeschichtliche Stellung der Frateurschen Gruppen 
der Essigsdéure-Bakterven 


Wenn man den einzelnen Gruppen der Essigsiurebakterien einen Platz in der 
Evolution der Bakterien zuzuordnen versucht, kann es sich zur Zeit nur um Ver- 
mutungen handeln. Wie StourHameER (1959) festgestellt hat, nimmt die Zahl der 
Substrate, die im Pentose-Cyclus oxydiert werden kénnen, von der Suboxydans- 
Gruppe tiber die Rancens- und Mesoxydans- zur Peroxydans-Gruppe immer mehr 
ab; es ist demnach die Suboxydans-Gruppe am wenigsten, die Peroxydans-Gruppe 
am weitgehendsten spezialisiert. Wenn sich aber SrourHaMER (1959) sowie auch 
Dn Ley (1961) gegen die Bezeichnung der Gruppen bzw. der betreffenden Aceto- 
bacter-Arten, wie suboxydans, oxydans, mesoxydans und peroxydans, nach ihrer 
,oxydativen’’ Kraft wenden, so geschieht dies zum Teil zu Unrecht. Denn der 
Wert der ,,oxydativen‘‘ Kraft eines Organismus wird wohl weniger durch die Zahl 
der Verbindungen bestimmt, die derselbe anzugreifen vermag, als vielmehr durch 
die Ausbeute an freier Enthalpie, die er hierbei gewinnt, und diese hangt bei der 
Oxydation der Kohlenhydrate zunichst von der Tiefe des Abbaues, d. h. davon ab, 
ob die Oxydation des Wasserstoffs bis zu H,O gefiihrt wird oder auf einer Zwischen- 
stufe zum Stillstand kommt; letzteres ist bei der Suboxydans-Gruppe der Fall, die 
demnach ihren Namen zu Recht triigt. Die Benennung des A. peroxydans erfolgte 
offenbar deshalb, weil der isolierte Stamm tiber eine Peroxydase verfiigte, mittels 
welcher er das gebildete Peroxyd zu hydrieren vermochte. Der Ausdruck Oxuydans- 
Gruppe wird zwecks Ausschaltung von MiBverstandnissen wohl tiberhaupt besser 
vermieden, weshalb er in dieser Arbeit durch die Bezeichnung Rancens-Gruppe 
ersetzt ist. 

Der primiire Schritt bei der Oxydation verschiedener Substrate wird durch 
anaerobe Dehydrogenasen vollzogen, die einander im Coenzym, das aus DPN 
oder TPN besteht, weitgehend ahnlich sind und sich auch im Apoenzym, dem Trager- 
protein, das fiir die Spezifitat der Bindung maBgebend ist, nur geringfiigig unter- 
scheiden diirften. Weitaus gréfer sind jedenfalls die Unterschiede zwischen diesen 
Pyridinenzymen einerseits und jenen Enzymsystemen andrerseits, die an der 
Weiteroxydation beteiligt sind, wie die Transacetylasen, die am Acetyl-CoA 
angreifen und die Einschleusung in die Carbonsiiure-Cyclen bewirken, ferner die 
aeroben Transhydrogenasen, die Flavinnucleotide enthalten und schlieBlich 
die Transelektronasen, die die terminale Oxydation mittels der Cytochrome 
und der Cytochromoxydase durchfiihren. Die letztgenannten Enzymsysteme zeigen 
aber auch im chemischen Aufbau ihrer prosthetischen Gruppen eine wesentlich 
gréfere Mannigfaltigkeit als die Pyridinenzyme in ihren Coenzymen. Der Entwick- 
lung der Flavin- und Cytochrom-Systeme diirfte daher fiir die Evolution der 
Organismen eine erheblichere Bedeutung zukommen als jener der Fahigkeit, ver- 
schiedene O-Verbindungen primar dehydrieren zu kénnen. 

Betreffend die einzelnen Gruppen des Frateurschen Systems 14Bt sich folgendes 
aussagen : 

T. Suboxydans-Gruppe (bzw. die vorgeschlagenen Gattungen Acetomonas baw. 
Gluconobacter p. p.). Wie Verfasser (J ANKE 1957) an anderem Orte schon ausgefiihrt 
hat, ist diese Gruppe durch die polare BegeiBelung und infolge ihres relativ ein- 
fachen Metabolismus bei geringer Spezialisierung entwicklungsgeschichtlich und 
als Taxon (Genus) gut definiert; offenbar ist sie als die iilteste Gruppe der jetzt 
lebenden Essigsiurebakterien zu betrachten. Die Primitivitaét des Stoffwechsels 
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kommt neben der Ausfiihrung direkter d. h. phosphatunabhangiger mannigfaltiger 

Dehydrierungen, unter denen jene der Glucose besonders ausgepragt ist, und tiber ' 
den Pentosephosphat-Cyclus laufender Oxydationen vor allem in dem Unvermogen : 
zur Durchlaufung eines Carbonsdéure-Cyclus und daher auch zur Acetat-Oxydation © 


sowie zum Aminosiiure-Abbau zum Ausdruck. Es erscheint besonders bemerkens- — 


wert, daB sich zu dieser Unfahigkeit zur Uberoxydation noch der Besitz eines 
primitiven einstufigen Cytochromsystems (Cyt. 0) gesellt’. 


II. Mesoxydans-Gruppe. Die Arten dieser Gruppe sind — sofern sie Eigen- 
bewegung zeigen — peritrich begeiBelt, weisen anscheinend auBer dem Pentose- 


Cyclus auch einen Tricarbonsiure-Cyclus auf und sind daher imstande, Acetate zu — 


oxydieren, also eine Uberoxydation zu bewirken; auch kénnen sie viele Substanzen, 
vor allem Polyalkohole und Hexosen, oxydieren. Die Mesoxydans-Gruppe kann 
sich méglicherweise neben der Suboxydans-Gruppe aus einer gemeinsamen Urform 
herleiten, von der aus die Entwicklung nach verschiedenen Richtungen hin erfolgt ist. | 


III. Rancens-[(Eu)-oxydans-]Gruppe. Diese ist der Mesoxydans-Gruppe weit- 
gehend ahnlich und wahrscheinlich von dieser abgeleitet. Offenbar durch den Ein- 
tritt von Verlustmutationen ist die Zahl der dehydrierbaren Verbindungen ver- 
ringert, so ist unter anderem die Dehydrierbarkeit des Glycerins zu Dihydroxy- 
aceton verloren gegangen und manche Stiimme sind nicht mehr in der Lage, 
Glucose in den Pentose-Cyclus einzuschleusen. 

Die weitgehende Ubereinstimmung zwischen der Mesoxydans- und der Ran- 
cens-Gruppe berechtigt wohl zur Aufstellung einer gemeinsamen Biotype, die 
korrekter Weise von der wahrscheinlich alteren Mesoxydans-Gruppe genommen 
wird, in welcher Hinsicht sich eine Ubereinstimmung mit Dr Lry (1961) ergibt, 
wobei aber im Gegensatz zu letzterem Autor Verf. die Peroxydans-Gruppe vor- 
laufig nicht einbeziehen méchte, da die originalen Peroxydans-Stiimme als Wasser- 
stoff-Oxydanten wirkten (vgl. weiter unten). Fiir die Wahl des A. aceti Beijerinck 
zum Biotypus sprechen wohl historische Griinde, weniger aber sachliche, da die 
Haplotrophie des A. aceti darauf hindeutet, daB es sich um eine abgeleitete Form 
handelt. 


IV. Peroxydans-Gruppe. Die Arten dieser Gruppe weisen ganz besondere 
Merkwiirdigkeiten auf, wie den Mangel des Vermégens zur Glucose-Oxydation, 
das Fehlen von Katalase sowie die Fihigkeit, Wasserstoffsuperoxyd als H-Acceptor 
zu benutzen; als H-Donator kann dank der Gegenwart des Enzyms Hydrogenase 
auch elementarer Wasserstoff Verwendung finden. Hinsichtlich der Zugehérigkeit 
dieser Gruppe zu den wasserstoffverwertenden Bakterien bestehen jedoch erheb- 
liche Widerspriiche, die nicht nur verschiedene Sammlungsstimme, sondern auch 
die Untersuchungsergebnisse verschiedener Forscher an gleichen Stiimmen betreffen. 
So hatte Dm Lry (1958) an keinem der von ihm untersuchten A. perowydans- 
Stimmen die Fiahigkeit zur Wasserstoff-Verwertung nachweisen kénnen. Unter 
diesen Stimmen befanden sich aber auch ATCC 838, den ATKINSON (1956) priifte 
und NCIB 8618, den Tanenpaum (1956a,b) eingehend untersuchte und mit 
ATCC 838 weitgehend iihnlich befand. Beide letztgenannten Forscher hatten aber 
bei den erwihnten Stimmen Hydrogenase-Wirkung nachgewiesen, die den von 
Dr Lry benutzten gleichen Stiimmen demnach verlorengegangen sein mu8. Einen 
solchen Verlust der Fihigkeit zur Wasserstoff-Verwertung hatte schon vor vielen 
Jahren RuHLAND bei einem heterotrophen Wasserstoffbakterium festgestellt (vgl. 
SCHLEGEL 1960), so dafs eine solche Verlust-Mutation anscheinend leicht eintreten 


* Dies hatte auch der Sinn des entsprechenden Passus im Handbuchartikel 
(J ANKE 1960) sein sollen, wiihrend tatsichlich der Eindruck erweckt wird, als wiire 
das primitive Cytochrom-System die Ursache der Unfihigkeit zur Uberoxydation. 
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kann und eine Riickmutation relativ selten vorzukommen scheint. Aber auch zwi- 
schen den Ergebnissen von ATKINSON und TANENBAUM bestehen beachtliche Unter- 
schiede, von denen die beiden wesentlichsten erwihnt seien. Wahrend bei ATKINSON 
(1956a) die Alkoholdehydrogenase DPN-spezifisch ist und Citronensaure durch 
zelifreie Priiparate von ATCC 838 oxydiert wird, weshalb ATKINson (1956 b) einen 
Tricarbonsaiure-Cyclus annimmt, weist bei Tanenpaum (1956 a) die Alkohol- 
dehydrogenase ebenso wie die Aldehyd-dehydrogenase eine TPN-Spezifitat auf; 
ferner wurden in den Versuchen dieses Forschers Citrat und Isocitrat sowie «-Keto- 
glutarat nicht angegriffen, weshalb derselbe einen Dicarbonsiure-Cyclus fiir wahr- 
scheinlicher halt. Die Peroxydase-Wirkung diirfte aus der weniger spezialisierten 
Katalase-Wirkung hervorgegangen sein, bei der H,O, sowohl als H-Donator als 
auch als H-Acceptor fungieren kann. 

Die Arten der Peroxydans-Gruppe kénnten sich von der erwaéhnten Urform 
ableiten, aber einen anderen Entwicklungsgang als die Suboxydans- und die Mes- 
oxydans-Gruppe genommen haben. 
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AUS DEM VORWORT 


Bei den Viruskrankheiten des dermatologischen Grenzgebietes etwa der Inneren- und 
der Tropenmedizin, der Kinder- und Augenheilkunde, der Hygiene und der Urologie 


gegeniiber wurden stets die Haut- und Schleimhautverinderungen besonders hervor- 


gehoben. Wo Bezichungen zur vergleichenden Pathologie, zur veterinarmedizinischen 
Dermatologie und zur Onkologie vorlagen, wurden diese erwahnt, z. T. auch hinsicht- 
lich ihrer kiinftigen Bedeutung gewiirdigt. Neue dermatologische Krankheitsbilder, 
deren Virusatiologie z.T. erst in der jiingeren Vergangenheit aufgeklart wurde wie 
etwa die benigne Inoculations-Lymphoretikulose, die ECHO-Virus-Exantheme. die 
Stomatitis vesicularis, das Paratrachom (EinschluB-Urethritis), das Ecthyma contagio- 
sum, die Herpes-Sepsis der Neugeborenen und die Hautsymptome bet der Cytomegalie 
um nur einige zu nennen, wurden ausfiihrlicher erértert. Den Band beschlieBt ein Ages 
blick auf die weitere Entwicklung dermatologischer Virusforschung. 
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